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La solubilización del fósforo es un mecanismo importante dentro de la microbiología 
agrícola  cobrando importancia en la mitigación de los efectos ambientales causados por 
la adición de fertilizantes químicos. Cuando se evalúan los biofertilizantes se observa que 
tengan la capacidad de solubilizar nutrientes, por tal motivo el objetivo de este trabajo fue 
aislar actinobacterias, capaces de liberar fósforo soluble mediante ensayos in vitro e 
identificar los ácidos orgánicos asociados a esta actividad. Se aislaron 57 cepas de 
actinobacterias, de las cuales 10 demostraron mediante evaluaciones cualitativas y 
cuantitativas, tener una actividad solubilizadora de fósforo significativamente alta y la 
presencia dominante de los ácidos oxálico, ácido cítrico y ácido glucónico. La 
identificación de los mejores aislamientos solubilizadores de sales de fosfato determinó 
que pertenecen al género Streptomyces, (T1C, T1H, T1J, T3C, P3E, F1A, F2A, V1E y 
V2B), destacándose el aislado T3A, así como los nuevos reportes para Colombia de los 
géneros Kitasatospora (L3A) y Streptacidiphilus (M2A) involucrados en esta actividad. 
Toda esta información es un avance para continuar evaluando dichos aislados con otras 
actividades encaminadas a promover el crecimiento vegetal. 




The solubilization of phosphorus is an important mechanism in agricultural microbiology 
which is important in the reduction of the environmental effects caused by the addition of 
chemical fertilizers. When evaluating the biofertilizer are expected to have the capacity to 
solubilizing nutrients, for this reason the aim of this work was to isolate actinobacteria able 
to release soluble phosphate in vitro and identify organic acids associated with this 
activity. We isolated 57 strains of actinobacteria, 10 of these strains demonstrated by 
qualitative and quantitative assessments have a high and significant phosphorus 
solubilizing activity. Identifying the best isolates revealed that belong to the genus 
Streptomyces, (T1C, T1H, T1J, T3C, P3E, F1A, F2A, V1E and V2B) of these the T3A has 
the best performance. Addition of new records for the country of the genera Kitasatospora 
(L3A) and Streptacidiphilus (M2A). All this information is a step forward for further 
evaluation of these isolates with other activities to promote plant growth. 
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Las condiciones geográficas de un país o región inciden sobre su desempeño económico 
a través de la productividad agrícola. Para la mayoría de países latinoamericanos este 
sector ha sido un soporte fundamental en su estructura económica al ser generador de 
empleo y tener influencia en el desarrollo del país. Colombia, aunque ha tenido grandes 
avances hacia la industrialización, sigue siendo un país agrícola; debido a su relieve y a 
los diferentes climas del territorio nacional, el país cuenta con una gran cantidad de 
productos y variedad de los mismos, esta actividad constituye la industria más 
generalizada del país, por lo tanto las políticas agrarias, rurales, ambientales y 
agroalimentarias deben seguir ocupando un lugar prioritario en su desarrollo (Finck, 
1977; Alvarez, 2001; Botiva, 2012). La agricultura colombiana dentro del marco 
socioeconómico se mantendrá un largo tiempo, ya que se puede elevar en forma 
considerable la productividad agrícola por medio de cultivos intensivos, pero que 
requieren tecnologías novedosas, como semillas mejoradas, productos para la protección 
de las plantas, innovaciones en las técnicas agrícolas y empleo intensivo de fertilizantes, 
debido a que este tipo de cultivos exige una mayor cantidad de nutrientes en el suelo 
(Sierra, 2002; Galvis, 2001; Botiva, 2012). Este último parámetro es de gran importancia 
porque entre otros nutrientes, los suelos del país reportan deficiencias de fósforo, siendo 
un macronutriente indispensable para el crecimiento vegetal por lo cual influye en la 
productividad agrícola del país.  
 
Para el caso particular de los suelos colombianos, Fassbender y Bornemisza (1994), 
reportan que el fósforo total oscila entre altas y bajas proporciones pero existen variedad 
de reportes que demuestra las bajas proporciones de fósforo asimilable en estos suelos 
(Guerrero, 1972; Guimaraes et al., 2001; Ipaz y Ramírez, 2002; Rabey, 2004). Por tal 
motivo la práctica común en el país es la adición de abonos o fertilizantes químicos u 
orgánicos, suplementados con enmiendas fosfóricas, con el objetivo de compensar las 
deficiencias de este elemento (León, 1991; Guimaraes et al., 2001). Estas soluciones 
elevan los costos de producción y son transitorias debido a que los compuestos añadidos 
se inmovilizan rápidamente en el suelo (Sundara et al., 2002; Chen et al., 2006; Xiao et 
al., 2008). La producción tradicional de fertilizantes químicos fosforados incluye 
tratamientos con efectos negativos al medio ambiente, como consecuencia de la 
extracción de fosfatos con ácidos a altas temperaturas y, paralelo a esto, con las 
aplicaciones de los fertilizantes químicos, se observa eutroficación y erosión (Vassilev y 
Vassileva, 2003; Hamdali et al., 2008c; Son et al., 2006; Hamdali et al., 2008a, 2008b). 
Por otro lado existen reportes de microorganismos como bacterias, hongos y 
actinobacterias con la capacidad de solubilizar formas no solubles de fósforo, mediante la 
producción de ácidos orgánicos, enzimas y/o compuestos quelantes, lo cual influye en el 
ciclaje del fósforo convirtiéndolo en un elemento asimilable para las plantas. Lo anterior 
permite proponer el uso de este tipo de organismos como biofertilizantes, tecnología 
amigable con el medio ambiente (Rodríguez y Fraga, 1999; Vassilev et al., 2006; Vyas et 
al., 2007; Xiao et al., 2008; Bhattacharyya y Jha, 2012). La industria agroquímica no ha 
centrado su atención en el estudio de cepas de actinobacterias, como consecuencia de 
los pocos estudios realizados en el campo agrobiotecnológico. Colombia tiene el 14% de 
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la biodiversidad mundial y presenta el mayor número de especies/área del planeta, así 
como 52 parques naturales que cubren el territorio nacional; lo que siguiere que esa 
diversidad en fauna y flora pudiera estar representada también en los suelos 
colombianos a nivel microbiológico (Ghazanfar et al., 2010). El presente estudio permite 
identificar diferentes actinobacterias presentes en las zonas de Bosque Andino hasta 
piedemonte llanero y la capacidad de estos para producir metabolitos con potencial 
agrobiotecnológico.  
 
Un estudio más detallado de la capacidad solubilizadora de fosfatos inorgánicos por  las 
actinobacterias permite determinar de qué manera y bajo qué condiciones generan más 
disponibilidad de fósforo para las plantas, ya que como se ha establecido en otras 
investigaciones, las actinobacterias solubilizan fósforo mediante la producción de ácidos 
orgánicos, enzimas o estructuras quelantes (Mba, 1994, 1997; Franco-Correa et al., 
2010; Hamdali et al., 2012). Estas características complementadas con la facilidad de 
adaptación que presentan estos aislamientos a los suelos colombianos y a la facultad de 
formar relaciones benéficas con otros organismos, sugieren el posible uso de este tipo de 
microorganismos como biofertilizantes (Chang y Yang, 2009). El proceso de identificación 
provee una información valiosa en otras fases de investigaciones más avanzadas, como 
en los procesos de fermentación para la generación de bioinsumos (Labeda, 1987; 
Dhanasekaran et al., 2009).    
 
La caracterización de los ácidos orgánicos involucrados en la solubilización de fósforo, 
permite profundizar en la fisiología de las actinobacterias, aportando de esta manera un 
nuevo conocimiento en la biología de los mismos y esclareciendo los mecanismos de 
solubilización del fosfato mineral, actividad de gran importancia para estimular el 
crecimiento vegetal. Debido a lo anterior y con base en la experiencia de la Unidad de 
Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) de la Pontificia Universidad Javeriana en el 
manejo de actinobacterias (Franco-Correa, 2009; Rueda et al., 2009; Franco-Correa et 
al., 2010), este proyecto evalúa la capacidad solubilizadora de fósforo inorgánico en 













2. MARCO TEÓRICO. 
 
2.1. El suelo y la vida 
 
El suelo es la parte más externa de la corteza terrestre, es un sistema de interacción 
entre una fase sólida formada por compuestos minerales y orgánicos; una fase líquida y 
una gaseosa. Adicionalmente todos los constituyentes de este sistema se hallan 
dispersos en una matriz heterogénea y dinámica. Esta mezcla de material biológicamente 
activo resulta de las transformaciones complejas que incluyen el intemperismo de rocas y 
minerales, el ciclaje de nutrientes, la producción y descomposición de la materia 
orgánica. El resto del volumen del suelo está constituido por espacios porosos que a su 
vez están ocupados por agua y gases, los cuales constituyen la atmósfera edáfica 
(Nogales, 2005).  
 
Hay porciones del suelo sujetas a la influencia del sistema radicular de las plantas donde 
se desarrolla una alta actividad microbiana, dicha porción es denominada rizosfera. Las 
fuertes relaciones generadas entre los microorganismos y las plantas se debe a las 
actividades metabólicas que son de vital importancia para el desarrollo vegetal, debido a 
que favorecen la disponibilidad de nutrientes para las plantas por medio de procesos 
como la fijación de nitrógeno, la solubilización de fosfatos y la producción de reguladores 
de crecimiento u hormonas vegetales (Katznelson, 1948). Igualmente los 
microorganismos pueden actuar en el biocontrol de organismos fitopatógenos mediante 
la producción de sustancias bioactivas y la inducción de mecanismos de resistencia en la 
planta (Azcón-Aguilar et al., 2003). El incremento de la actividad microbiana en la 
rizosfera es ejercido por el suministro de compuestos orgánicos (solubles o insolubles) 
que aportan los exudados radicales y otros materiales, como los residuos vegetales o 
microbianos, toda esta actividad es conocida como efecto rizosférico (Franco-Correa, 
2008).   
 
Se estima que un metro cuadrado de suelo contiene 10 millones de nematodos, 100 mil 
colémbolos, 45 mil anélidos y unos 40 mil insectos y ácaros. Así mismo, un gramo de 
suelo contiene: unas 500 mil bacterias, 400 mil hongos, 50 mil algas y unos 30 mil 
protozoarios. Los microorganismos del suelo generan diferentes tipos de interacciones y 
juegan una gran diversidad de papeles, por lo que pueden forjar relaciones cooperativas 
y competitivas, el conjunto de dichas interacciones contribuyen a mantener la dinámica y 
el equilibrio de los ecosistemas naturales. La naturaleza del hábitat en que vive la 
comunidad de organismos está determinada por una compleja interacción entre la 
geología, el clima, la vegetación, la interacción con las rocas y el material parental 
presente en el suelo. De acuerdo a lo anterior el suelo es la matriz compleja que sustenta 
la vida brindándole soporte mecánico y los nutrientes necesarios para su desarrollo 
(Sylvia et al., 1999; Atlas y Bartha, 2002). 
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2.1.1. Importancia del fósforo en las plantas 
 
El fósforo (P) es uno de los tres macronutrientes esenciales de la vida en la tierra, 
componente clave de moléculas como ácidos nucléicos, fosfolípidos y ATP; además 
juega un papel importante en la regulación postraduccional de enzimas y en el control de 
cascadas de señalización durante la transducción, participa en la fosforilación y 
desfosforilación en la señalización de proteínas, lo que hace del P el segundo factor 
nutricional limitante después del nitrógeno en plantas (White et al.,  2008) 
Este elemento contribuye al almacenamiento de energía obtenida a partir de la 
fotosíntesis y del metabolismo de carbohidratos en forma de polifosfatos, los cuales 
posteriormente son usados para el crecimiento y la reproducción vegetal. El fósforo es 
absorbido por las raíces de las plantas en las formas iónicas H2PO4
-  o HPO4
2- y debido a 
que las concentraciones de estos iones se encuentran en el suelo a nivel micromolar es 
necesario que las plantas tengan un sistema de transporte activo de alta afinidad a través 
de la membrana plasmática de células epidérmicas de raíz y corteza para la toma de 
estas formas de fósforo inorgánico, el cual está contra un potente gradiente de potencial 
electroquímico (Shen et al., 2011). Posterior a su penetración en la planta, el sistema de 
transporte moviliza el P de los tejidos viejos a los tejidos jóvenes, formando nuevas 
estructuras de raíces, tallos y hojas (Touchette y Burkholder, 2000; White et al.,  2008). 
 
Una concentración adecuada de P es responsable de un aumento de crecimiento de las 
raíces, lo que significa que la planta pueda explorar más el suelo por los nutrientes y la 
humedad, por estas razones este elemento se presenta en la mayoría de las plantas en 
concentraciones entre 0,1 y 0,4 %. Por el contrario, con una deficiencia de P se 
desacelerará el crecimiento global de la planta, debido a los cambios en la tasa de 
división celular, elongación y la reducción en el número y tamaño de semillas y flores 
(Lambers et al., 2006), Así mismo es posible observar cambios fenológicos y dormancia 
en las plantas, lo que disminuye en gran medida el desarrollo vegetal. La carencia de 
este elemento se evidencia en muchas ocasiones por cambios en la arquitectura de la 
raíz, lo cual implica su morfología, topología y patrones de distribución. De igual manera 
el P interviene en la formación de azúcares de cinco carbonos (ciclo de las pentosas), por 
tal motivo cuando hay falta de este elemento los carbonos utilizados en este ciclo no 
pueden formar azúcares. Estos carbonos son desviados a la formación excesiva de 
antocianinas lo que se observa fenotípicamente por un cambio gradual en la coloración 
del follaje empezando desde un verde oscuro en las hojas jóvenes a un púrpura en las 
hojas mayores, como consecuencia de la acumulación de dichos compuestos  (White et 




2.1.2. El fósforo en los suelos 
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El fósforo inorgánico está representado en los suelos por las rocas y minerales primarios 
como apatitas, hidroxiapatitas y oxiapatitas, estas formas se caracterizan por ser 
insolubles, sin embargo bajo condiciones apropiadas pueden ser solubilizadas y 
convertirse en formas disponibles para las plantas y los microorganismos, sin embargo 
se calcula que entre el 95-99% de fósforo insoluble se encuentra presente en el suelo y 
no puede ser utilizado por las plantas (Khan et al., 2009).  
El fósforo en el suelo es un elemento que sufre muchas reacciones, pero las de sorción y 
precipitación, son las que más influyen sobre la movilidad y disponibilidad de dicho 
elemento. En los procesos de sorción se diferencian la adsorción y absorción, en el 
primer proceso se forma rápidamente una capa de H2PO4 sobre la superficie de aluminio 
sólido (silicatos de aluminio) o en las fracciones de hidróxidos de hierro; mientras que en 
la absorción se observa una penetración del P y otros compuestos por difusión lenta a 
través de los microporos de los agregados del suelo (arcillas, minerales, materia 
orgánica), lo cual dificulta aún más la liberación del fósforo debido a que el elemento se 
encuentra de manera interna en dichas estructuras (Rossi, 2011). Los procesos de 
sorción sobre la superficie de los coloides del suelo se debe a fuerzas                                  
electrostáticas, de Van der Walls o de tipo químico (Rodríguez y Fraga 1999).  El pH del 
suelo también influye en los procesos de sorción, ya que en suelos ácidos se fija el doble 
de cantidad de fósforo por unidad de área que en los suelos neutrales o calcáreos (Olsen 
y Watanabe, 1957; Holford, 1983).  
La disponibilidad del fósforo se ve afectada por los procesos de precipitación 
dependiendo del pH, el cual influye en la solubilización de los hidróxidos de hierro y 
aluminio, a un valor de pH por debajo de 6.5 se precipitan los iones H2PO4
-  con Fe3+ y 
Al3+ generándose como productos fosfatos amorfos de hierro y aluminio, así mismo a un 
valor de pH entre 7.5 y 8.5 se pueden formar sales sódicas de fosfato, las cuales aunque 
son más solubles en agua, tampoco son asimiladas por las plantas. Finalmente cuando 
hay altas concentraciones de calcio, a valores de pH mayores de 7.5, la concentración de 
H2PO4
- es muy baja y el ión HPO4
=
 precipita por acción del calcio formando fosfato 
dicálcico, el cual es relativamente insoluble en agua, sin embargo estos precipitados 
amorfos son moderadamente disponibles para las plantas (Holford, 1983; Rodríguez y 
Fraga 1999). 
La cantidad de materia orgánica en el suelo es otra característica que influye sobre el P 
disponible para las plantas, debido a que esta materia orgánica presenta más cargas 
negativas que positivas, por lo cual los compuestos negativos se combinan con los 
hidróxidos de hierro y aluminio evitando que actúen sobre el H2PO4
- lo que deja en forma 
disponible el fósforo, para que sea asimilado por plantas y microorganismos. Finalmente, 
un nivel de humedad elevado influye de forma directa en la disponibilidad del elemento, 
pues a medida que hay más agua disponible, más fosfato estará disuelto en solución,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
por lo cual aumenta la probabilidad de que el fósforo pueda ser absorbido por las plantas 
(Thompson, 1974) figura 1.  
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Figura 1. Mecanismos, biológicos, químicos y físicos en el ciclo del fósforo. Fuente: Prieto. 2012. 
  
Bajo el modelo propuesto por Walker y Syers (1976) se estima que existe una mayor 
limitación de este elemento en suelos con mayor edad, es decir suelos más alterados, los 
cuales presentan formas de fósforo ocluidas para los organismos. Por el contrario, en 
suelos jóvenes de poca alteración todavía es posible encontrar formas de reserva como 
apatita o fosfatos de calcio, además de formas no ocluidas y disponibles para los 
organismos (figura 2). Los suelos tropicales pueden presentar muchos tipos de suelos, 
Alfisol, Entisol, Inceptisol, Mollisol, Oxisoles, Ultisoles y Vertisol. Los Alfisoles y Mollisoles 
representan dos de los suelos más fértiles en el trópico y contiene altas cantidades 
minerales de fósforo disponible, siendo de los suelos más productivos en la agricultura 
tropical, sin embargo sólo abarcan el 3% de la región andina (Reed et al., 2011). Los 
Andisoles son los suelos más representativos de los Andes Colombianos, desde el punto 
de vista de tipología, ya que solo integran el 16% del área en la región andina, su 
fertilidad es variable y tienen una alta fijación de P. Los suelos de menor evolución 
(Inceptisoles y Entisoles) conforman el 67% de la región, son de pH y fertilidades 
variables por lo cual el fósforo es un nutriente muy versátil (IGAC, 2003). Por otro lado, 
los Oxisoles y Ultisoles son característicos del piedemonte llanero y la Orinoquia 
inundable, son de los suelos más evolucionados y tienen muy baja fertilidad, 
representando casi el 50% de los suelos de bosques y llanuras tropicales. Basados en 
esta tipología de los suelos es posible suponer que en los Andes Colombianos y en el 
piedemonte llanero, el P es un elemento inestable y en la gran mayoría de ocasiones 





Figura 2. Modelo de Walker and Syers (1976). 
Autores como Shen y colaboradores (2011) citan que los valores de fósforo disponible en 
raras ocasiones exceden los 10 µM de P inorgánico, sin embargo los valores en tejidos 
de las plantas deben estar a una concentración aproximada de 5 a 20 mM de P 
inorgánico, motivo por el cual las plantas están en deficiencia de este elemento 
generalmente. Para el caso específico de los suelos Colombianos autores como Malagón 
(1998) publican deficiencias de fósforo soluble del 98% en los suelos del país, 
conllevando a deficiencias nutricionales en muchos cultivos del país.  
 
2.2. El grupo de las actinobacterias 
Las actinobacterias también denominadas actinomicetos de forma genérica, son 
bacterias Gram positivas y de crecimiento lento, en medios de cultivo sólidos. 
Macroscópicamente, en sus primeros 3-4 días de desarrollo se observan colonias 
puntiformes y fuertemente adheridas al sustrato, al cabo de 7 a 14 días de incubación es 
posible observar colonias secas y pulverulentas de superficie áspera con una amplia 
variedad de coloraciones entre las cuales predominan colonias blancas, rosadas y grises. 
Microscópicamente son unicelulares ramificados y pueden producir dos tipos de micelio, 
de sustrato y aéreo. En cuanto a su reproducción tienen la capacidad de reproducirse por 
fisión y principalmente por la producción de conidios (Waksman, 1950;  Pine y Geor, 
1965; Goodfellow, 1983).  
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De sus condiciones ambientales se sabe que los requerimientos de oxígeno son 
diversos, pueden ser microaerofílicas, anaerobias y principalmente aerobias. 
Nutricionalmente son heterótrofas, por lo cual pueden utilizar diversas fuentes de carbono 
simples y complejas. Sus requerimientos de nitrógeno se pueden ver cubiertos por 
amonio, nitratos, aminoácidos, y péptidos, paralelo a esto se ha reportado que los altos 
contenidos de materia orgánica estimulan una alta densidad poblacional. Sus rangos de 
temperatura óptima oscilan entre 22ºC a 30ºC por lo cual son organismos mesófilos, sin 
embargo hay géneros que se desarrollan a temperaturas alrededor de los 55 ºC. El pH 
óptimo, para el desarrollo de sus actividades se encuentra entre 6.5 y 8.0. Las amplias 
condiciones nutricionales y ambientales requeridas para su desarrollo han permitido que 
las actinobacterias puedan ser aisladas de animales, incluyendo el hombre, además de 
ambientes marinos y terrestres, siendo el suelo uno de los hábitats ecológicos con mayor 
número de aislamientos reportados (Goodfellow, 1983; Stanley, 1994; Franco-Correa, 
2008). 
Originalmente la clasificación de las actinobacterias estaba basada en la observación de 
una larga cantidad de caracteres morfológicos. Fenotípicamente es posible caracterizar 
el color del micelio de sustrato, la presencia y el color del micelio aéreo, el color de las 
esporas, la forma y ornamentación de las esporas y evaluación de pigmentos solubles. A 
través de la microscopía electrónica se detallan características como la superficie de la 
espora, presencia de otras estructuras como esporangios, la forma de esporulación y su 
asociación con el micelio. Así mismo, se evalúa el uso de hidratos de carbono, fuentes de 
nitrógeno, la degradación e hidrólisis de diferentes sustratos y sensibilidad a diversos 
inhibidores. Sin embargo los caracteres morfológicos y fisiológicos no son siempre 
adecuados para la diferenciación entre géneros y especies (Shirling y Gottlieb, 1966; 
Labeda, 1987). Adicionalmente, por medio de los criterios quimiotaxonómicos y técnicas 
cromatográficas (TLC y HPLC) es posible identificar el tipo de pared celular, el patrón de 
azúcares, fosfolípidos y tipo de menaquinonas presentes en la célula, lo que ha permitido 
realizar una adecuada clasificación taxonómica de las actinobacterias hasta el nivel de 
especie (Poornima et al., 2008; Loqman et al., 2009).  
Con la implementación de técnicas moleculares, muchos miembros nuevos han sido 
asignados al phylum Actinobacteria, mientras que otros miembros han sido reclasificados 
(Zhi et al., 2009). La secuenciación de genes altamente conservados, y en particular 
estudios con el ADNr 16S han contribuido al desarrollo de un sistema sencillo para la 
identificación y clasificación primaria de las actinobacterias (Goodfellow y Fiedler, 2010). 
Actualmente, la mejor aproximación para la identificación y clasificación taxonómica de 
las actinobacterias es una aproximación polifásica mediante el uso integrado de 
caracteres fenotípicos y genotípicos (Goodfellow y Maldonado, 2007; Kroppenstedt y 
Goodfellow, 2006; Gupta, 2009). Sin embargo, no ha sido posible estandarizar un 
conjunto recomendado de métodos debido a que las herramientas se ven influenciadas 
por los caracteres biológicos y se debe tener en cuenta los rangos de los taxones en 
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estudio, además de la disposición de equipos en los centros de investigación (Goodfellow 
y Fiedler, 2010).  
2.2.1. Clasificación del phylum Actinobacteria 
El phylum Actinobacteria es una de las mayores divisiones de las 20 reconocidas en el 
dominio bacteria (figura 3) (Ludwig y Klenk, 2001), soportado por análisis basados en los 
genes 16S y 23S rDNA. Desde el punto de vista filogenético los miembros del phylum 
son un grupo polifilético de organismos, que se caracterizan por contener genomas con 
un alto porcentaje de guanina citosina (>55 mol) (Goodfellow, 2012). 
 
Figura 3. Árbol basado en el ADNr 16S mostrando los mayores phylum del dominio bacteria. En 
esta revisión los triángulos indican los grupos de organismos relacionados, el ángulo de la raíz es 
una aproximación del número de secuencias disponibles y el extremo del triángulo representa las 
ramas más cortas y largas del grupo. Casi todas las secuencias disponibles de Arquea y de 
Eucaria fueron usadas como grupo de referencia externo, lo que se indica con una flecha en la 
figura. Tomado de Ludwig y Klenk (2001). 
 
Adicional a los análisis con los genes ribosomales, la disponibilidad actual de secuencias 
genómicas enteras de los miembros del grupo ha permitido hacer uso de otras 
aproximaciones moleculares basadas en sintenia génica, genes conservados, deleciones 
o inserciones en secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos y motivos de proteínas 
conservadas que continúan soportando el phylum (Kunisawa, 2007; Ventura et al., 2007; 
Gao y Gupta, 2012). Estas aproximaciones han contribuido a hacer nuevas inferencias 
evolutivas, dilucidar la taxonomía y evidenciar un gran número y variedad de organismos 
al interior del phylum.  
10 IDENTIFICACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS CAUSANTES DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FÓSFORO INORGÁNICO 
SINTETIZADOS POR ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS. 
 
 
La clasificación actual sugerida por “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” eliminó 
los rangos taxonómicos de subclases y subórdenes, estableciendo únicamente los 
rangos de clases y órdenes. Según esta clasificación, el phylum Actinobacteria está 
dividido en seis clases: Actinobacteria, Acidimicrobia, Coriobacteria, Nitriliruptoria, 
Rubrobacteria y Termoleofila. Al momento, se reportan 22 órdenes, 50 familias y 221 
géneros, y continúan descubriendo nuevos miembros para este grupo (figura 4) 
(Goodfellow y Fiedler, 2010; Gao y Gupta, 2012; Goodfellow, 2012). 
 
Figura 4. Taxonomía para el phylum Actinobacteria según la próxima revisión del “Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology”. Tomado de: Gao y Gupta en el 2012. 
 
Morfológicamente, el phylum Actinobacteria exhibe una amplia variedad de organismos, 
desde cocoides (Micrococcus), bacilos-cocoides (Arthrobacter), fragmentación de hifas 
(Nocardia) o micelio ramificado altamente diferenciado (Streptomyces). Sus 
características fisiológicas y bioquímicas son amplias, respecto a demanda de oxígeno, 
temperatura de crecimiento y fuentes de carbono y nitrógeno. Además, producen una 
amplia variedad de metabolitos secundarios y enzimas extracelulares (Goodfellow, 1983; 
Ventura et al., 2007). Actualmente se cree que el phylum Actinobacteria surgió hace 
aproximadamente 500 - 600 millones de años, lo que coincidió con el aumento de la 
concentración de oxígeno en la atmósfera hasta los niveles actuales y con el desarrollo 
de las primeras especies eucariotas (musgos, hongos, insectos, peces, reptiles, plantas y 
posteriormente pájaros y mamíferos), haciendo posible la adaptación del phylum a 
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múltiples hospederos y diversas condiciones ambientales (Stackebrandt, 1991; Embley y 
Stackebrandt, 1994) 
2.2.2. Streptomyces un género relevante de las Actinobacterias  
 
El género Streptomyces hace parte de la clase Actinobacteria y familia 
Streptomycetaceae. Morfológicamente el género presenta micelio aéreo muy ramificado 
formando espirales y conidias en cadenas. Se encuentra distribuido ampliamente en la 
naturaleza y específicamente en el suelo causando el olor característico de suelo 
húmedo por la producción de geosmina, un terpenoide aromático (Waskman, 1950; 
Shirling y Gottlieb, 1972) 
 
Las especies de este género presentan un ciclo de vida complejo, el cual alterna 
diferentes estadios de divisiones y separaciones. Las esporas de latencia pueden 
perdurar por largos periodos de tiempo y germinan cuando las condiciones ambientales y 
nutricionales son favorables. Forman un tubo germinal, el cual se elonga produciendo 
largas ramificaciones filamentosas, generando una malla de hifas (llamado micelio 
vegetativo). Cuando el crecimiento del micelio vegetativo ha dado lugar a una colonia, la 
limitación de nutrientes y señales de densidad poblacional, contribuye a desencadenar la 
formación de un micelio aéreo. A partir de este micelio se da el proceso de esporulación, 
generándose una alta replicación del material genético. Las esporas son oviodes y de 
pared gruesa (Ruban-Osmialowska et al., 2006; Flardh y Buttner, 2009; Larsson et al.,  
2010). El crecimiento del micelio aéreo se ve acompañado de cambios fisiológicos y una 
alta producción de metabolitos secundarios, además de la detección de señales químicas 
las cuales inducen la expresión de una gran cantidad de genes encargados de generar 
los procesos de diferenciación celular (Hopwood et al., 1973) (figura 5). 
 
Figura 5. Ciclo de vida y diferenciación celular de Streptomyces spp. En azul algunos genes 
implicados en el proceso de diferenciación celular. Fuente: Esther, 2005. Modificado por autor. 
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Por otra parte, las especies del género Streptomyces aisladas del suelo, se han 
encontrado viviendo como saprófitos (Hopwood, 2007). Son los encargados de generar 
procesos de mineralización mediante la descomposición de materia orgánica, 
degradación de polímeros complejos de lignocelulosa, almidón y quitina. A su vez, su 
forma micelial les permite asociarse fácilmente y colonizar las raíces de las plantas, lo 
que en algunas ocasiones contribuye a mejorar el crecimiento de las mismas. La mayoría 
de reportes en la rizosfera sugiere que el género Streptomyces cumple la función de 
proteger las raíces frente a patógenos y son pocos los reportes que se centran sobre otro 
tipo de actividades para promover el crecimiento vegetal (El-Tarabily et al., 2006; 
Ghodhbane-Gtari et al., 2010; Franco-Correa et al., 2010; El-Tarabily et al., 2010; 
Gopalakrishnan et al., 2011). Teniendo en cuenta la funcionalidad de este género en los 
suelos, Osaky (2009) reporta que en la comunidad microbiana de cultivables, este género 
puede representar del 4.8 al 45.8% de los microorganismos. Así mismo, el autor reporta 
que en suelos no cultivados existe un promedio más alto de Streptomyces (14.0%), 
comparado con suelos cultivados (10.1%) (Lloyd 1969). 
En la actualidad el género Streptomyces es ampliamente estudiado por su diversidad y 
distribución en diversos ambientes, actuando en el ciclaje de nutrientes o ejerciendo 
efectos positivos o negativos sobre plantas y animales. La alta actividad ejercida por este 
género de microorganismos se atribuye a su amplia diversidad metabólica por producir 
una alta cantidad de metabolitos como, antibióticos, inmunomoduladores, herbicidas, 
terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares, con las que son capaces de degradar 
una cantidad de compuestos y generar una diversidad de actividades biológicas. Toda 
esta información originada alrededor de este género lo ha convertido en un modelo de 
estudio adecuado para el phylum de las Actinobacterias (Alam et al., 2010; Arifuzzaman 
et al., 2010; Goodfellow y Fiedler, 2010; Medema et al., 2011). 
2.3. Mecanismos biológicos para la liberación de fósforo en los suelos 
 
Los microorganismos juegan diversos papeles a nivel ecológico en la rizosfera, causando 
efectos positivos o negativos sobre las plantas. Existe un gran número de mecanismos 
que contribuyen con la promoción del crecimiento vegetal, siendo uno de los mecanismos 
más detallados en la bibliografía, la biología y procesos físicoquímicos relacionados con 
la liberación de fosfatos, a partir de fuentes orgánicas (Po) e inorgánicas (Pi), proceso 
desarrollado por microorganismos solubilizadores de fosfatos (Velázquez y Rodriguez-
Barrueco, 2002; Khan et al., 2009).   
Muchos microorganismos son capaces de transformar fosfatos orgánicos insolubles en 
ortofosfatos). La mineralización de fósforo orgánico es llevada a cabo por fosfatasas 
extracelulares, las cuales pueden ser no específicas y que están encargadas de la 
hidrólisis de enlaces fosfoéster o fosfoanhídrido. Así mismo, existen fosfatasas 
específicas, como las fitasas, cuyo papel es liberar el P a partir del ácido fítico que 
constituye una de las mayores formas de reserva de fósforo orgánico en el suelo. De 
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igual manera están las fosfonatasas encargadas de romper los enlaces C-P en los 
organofosfonatos. Cada enzima de este tipo puede tener un pH óptimo de actividad por 
lo cual son clasificadas en ácidas, neutras o alcalinas. Los microorganismos llevan a 
cabo este proceso sobre fósforo orgánico celular que obtienen a partir de las células 
muertas, sobre las superficies externas de las membranas celulares principalmente, esto 
conlleva  a la liberación de P inorgánico soluble sobre la fracción acuosa de la rizosfera lo 
que es rápidamente aprovechado por las plantas (Goldstein, 2002; Gomez-Vargas et al., 
2011). 
En cuanto a las formas inorgánicas varían del 35% al 70% dependiendo del tipo de suelo 
y es una de las mayores formas de reserva de este elemento (Velázquez y Rodriguez-
Barrueco, 2002). Los microorganismos presentan una variedad de mecanismos los 
cuales contribuyen a que las formas inorgánicas no disponibles, puedan ser 
transformadas a formas inorgánicas accesibles para la comunidad microbiana y plantas. 
Algunos de los mecanismos descritos en la literatura para realizar la liberación de formas 
disponibles de fósforo consisten en reacciones metabólicas las cuales liberan protones 
(H+) al medio, la producción de sustancias quelantes como sideróforos y la secreción de 
ácidos inorgánicos. El mecanismo que más aporta en la solubilización de fósforo  
inorgánico, es la liberación de ácidos orgánicos motivo por el cual se estudia en mayor 
detalle (Goldstein 2002; Kant et al., 2009). 
Las reacciones metabólicas como la respiración pueden generar la liberación de protones 
(H+) por su translocación a través de las ATPasas, lo que genera una alta concentración 
de estos cationes en las superficies externas de la célula. De igual manera la asimilación 
de NH4
+ por parte de los microorganismos, debido al uso de sales de amonio produce 
una alta concentración de H+. Estos tipos de procesos metabólicos causan la 
acidificación del medio circundante lo que produce liberación de fósforo disponible (Illmer 
et al., 1995; Whitelaw 2000; Paredes, 2010).  
Las sustancias quelantes como los sideróforos, son compuestos de bajo peso molecular, 
cuya función es actuar sobre los cationes en forma de ligando. Estos compuestos 
compiten capturando el ion férrico (Fe3+) a partir de fuentes minerales, formando un 
nuevo compuesto soluble que puede ser transportado activamente por los organismos. 
Existe gran diversidad de sideróforos, pero su clasificación se realiza según el tipo de 
compuesto usado para la ligación del ion férrico; los principales grupos de sideróforos 
son los de tipo catecolato e hidroxamato (derivados del ácido cítrico), este tipo de 
compuestos actúan en muchas ocasiones sobre fosfatos de hierro lo que conlleva a la 
liberación del grupo fosfato, que puede ser asimilado por las plantas. Este mecanismo es 
una de las estrategias más usadas por los microorganismos presentes en suelos con 
valor de pH cercano o inferior a 5, en los cuales los fosfatos de hierro pueden ser 
disociados, lo que causa la liberación de dos elementos esenciales para el crecimiento 
vegetal. Además los microorganismos al producir la acidificación del medio rizosférico 
generan una mayor solubilidad del hierro, contribuyendo a una fácil adquisición del Fe y 
el P por las raíces de las plantas (Franco-Correa, 2008; Saharan y Nehra, 2011).  
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Finalmente muchos procesos microbianos en suelos producen como subproductos 
ácidos inorgánicos como el ácido nítrico, ácido carbónico y ácido sulfúrico, este último 
puede reaccionar con el fosfato de hierro, precipitándolo como sulfuro de hierro, 
liberando el fósforo de forma paralela. Sin embargo estos ácidos inorgánicos son menos 
efectivos que los  ácidos orgánicos,  al mismo pH (Illmer y Schinner, 1995). 
2.3.1. Ácidos  orgánicos  como estrategia de solubilización de fósforo 
 
Los ácidos orgánicos son compuestos de bajo peso molecular, con uno o más grupos 
carboxilo que provienen de compuestos de alto peso molecular como carbohidratos, 
péptidos y lípidos. La figura 6 presenta algunos de los ácidos orgánicos producidos por 
bacterias solubilizadoras de fósforo y sus rutas metabólicas. 
 
Figura 6. Ácidos orgánicos y sus rutas biosintéticas en bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF). 
Fuente: Mendoza y Paredes (2009). 
 
En las actinobacterias la mayoría de estudios realizados sobre la producción de ácidos 
orgánicos se han desarrollado con Streptomyces coelicolor. En este microorganismo se 
ha determinado la capacidad de usar un alto porcentaje de carbohidratos y alcoholes 
polihídricos como fuente de carbono; a través de su metabolismo aerobio es capaz de 
oxidar glucosa, citrato, α-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y oxalacetato 
(Cochrane 1952; Cochrane y Peck, 1953). También se evidenció la posibilidad de 
generar reacciones alternas, a partir del ciclo central de los ácidos tricarboxílicos (TCA: 
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acrónimo del inglés: Tricarboxylic Acid Cycle), como la oxidación de citrato a α-
cetoglutarato, la conversión de malato a piruvato, y la condensación del malato y acetato 
a citrato (o piruvato); estos resultados permiten concluir que estos microorganismos son 
capaces de producir los ácidos orgánicos generados a partir del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (Cochrane, 1952). De forma paralela cabe resaltar la importancia del TCA 
en estos microorganismos, debido a que perturbaciones en dicho ciclo ya sea en las 
enzimas o compuestos, puede conllevar a alteraciones en la diferenciación celular y 
biosíntesis de antibióticos (Viollier et al., 2001). Los estudios de producción de dichos 
ácidos bajo diferentes fuentes de carbohidratos como glucosa, glicerol y almidón, han 
demostrado que estos ácidos son producidos de manera intracelular y extracelular, sin 
embargo las concentraciones y el tipo de ácido depende de la fuente de carbono y 
presencia de otros nutrientes. De igual manera se reporta que la presencia de estos 
ácidos orgánicos conlleva generalmente a un descenso en el pH del medio de cultivo 
(Tarhan et al., 2011).  Otros estudios han demostrado que las rizobacterias que logran 
secretar estos  ácidos orgánicos pueden causar más de un efecto sobre la planta, ya que 
la acidificación alrededor de las células microbianas y la rizosfera, puede detoxificar 
ambientes contaminados con metales pesados, aliviar el estrés anaerobio en las raíces o 
generar la solubilización de nutrientes como Fe, Zn, Mn ó P (Jones 1998; Mendoza y 
Espinosa, 2009).  
Está bien reportado que para solubilizar formas de fósforo no disponibles, los ácidos 
orgánicos forman complejos estables con Ca2+, Mg2+, Fe3+ y Al3+ por medio de los grupos 
hidroxilo y carboxilo (figura 7), por tal motivo los ácidos tricarboxílicos son más eficientes 
que los dicarboxílicos y estos más que los monocarboxílicos (Whitelaw 1999). La 
cantidad de grupos hidroxilo presentes en el ácido juegan un papel relevante, puesto que 
mayor presencia de este grupo funcional aumenta la efectividad del ácido, formando 
complejos más estables con el hierro y el aluminio, evitando la precipitación del fósforo 
con estos cationes (Struthers y Sieling, 1959). De igual manera está reportado que la 
eficiencia de los ácidos orgánicos también está dada por la forma mineral de fósforo y la 
fuerza ionica o pKa de cada ácido orgánico (Goldstein y Krishnaraj, 2003). La acción de 
los ácidos no solo se debe a su capacidad quelante, la propiedad de disociación del 
grupo funcional carboxilo produce la liberación de protones (H+), los cuales pueden 
sustituir cationes como el Ca2+ lo que genera formas de ortofosfato (Rodriguez y Fraga, 
1999). Estos protones a su vez compiten con los sitios de absorción del suelo 
intercambiándose por el P ligándose a la superficie de coloides o cristales de Al(OH)3 o 
Fe(OH)3 reduciéndolos y liberando al P (Andrews, 1990; Halder et al., 1990; Kant, 2007). 
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Figura 7. A. Ecuación general de la quelación del fosfato de calcio por ácidos orgánicos, HA ácido 
orgánico. No hay ninguna estequiometría debido a la complejidad química del fosfato de calcio y a 
que los ácidos orgánicos que intervienen en el suelo difieren en su número de protones 
disociables (Goldstein et al., 1993). B. Esquema general de la quelación del fosfato de aluminio 
por acido oxálico. Fuente: Mendoza y Paredes 2009. Modificado por el autor. 
 




Diferentes microorganismos solubilizan el P, por producción de ácidos orgánicos, 
enzimas y compuestos quelantes, volviéndolo asimilable para las plantas, lo que ha 
sugerido el uso de este tipo de organismos como biofertilizantes. Existen publicaciones 
de microorganismos con capacidad solubilizadora de fosfato (Pseudomonas, 
Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Serratia, 
Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter, Flavobacterium además de algunos hongos 
como Aspergillus, Penicillium y Trichoderma), los cuales han demostrado 
experimentalmente en laboratorio, invernadero y en campo mejorar las condiciones de 
disponibilidad del fósforo para las plantas (Rodriguez & Fraga, 1999; Rudresh et al., 
2005; Deubel & Merbach, 2005; Pandey et al., 2008).  
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Pocos autores reportan a las actinobacterias con esta capacidad, sin embargo estudios 
como los de Mba (1994) han demostrado que este tipo de microorganismos tiene la 
capacidad de generar una mayor disponibilidad de fósforo en el suelo, lo que se vio 
reflejado en uno de los estadios de crecimiento de las plantas, aumento en el rendimiento 
de parcelas de soya y egusi, de igual manera se observó un mejoramiento de las 
propiedades fisicoquímicas del suelo. Por otro lado Hamdali y colaboradores (2008c) 
evidenciaron los efectos positivos sobre la liberación de fósforo en medios líquidos, para 
producir posteriormente, la formulación de un fertilizante biológico con las cepas 
Micromonospora aurantiaca y Streptomyces griseus, aisladas de minas de fósforo, 
evaluando el efecto de esta formulación en condiciones de invernadero. El-Tarabily y 
colaboradores (2008) reportaron diferentes especies de Micromonospora con una alta 
capacidad solubilizadora de fosfato, sugiriendo que existe más de un género de 
actinobacterias con este potencial.  
Los mecanismos utilizados por las actinobacterias para solubilizar el fósforo no están 
totalmente dilucidados, se sabe que en los procesos de solubilización del fósforo 
inorgánico están involucrados algunos ácidos orgánicos (oxálico y cítrico, principalmente) 
(Gyaneshwar et al., 2002; Hamdali et al., 2008a, b, c), pero no se han realizado 
cuantificaciones ni se ha determinado si existe algún tipo de especificidad frente al tipo 
de microorganismo o frente a la fuente de P. De igual manera, Hamdali y colaboradores 
en el 2010 y 2012, han reportado que la solubilización de P a partir de varias fuentes 
puede estar dada por compuestos diferentes a los ácidos orgánicos, más 
específicamente por metabolitos de la familia de las viridomicenas y sideróforos, lo cual 
invita a explorar más sobre los procesos de solubilización de fósforo inorgánico 
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3.1. Objetivo General. 
Identificar los ácidos orgánicos asociados a la solubilización de fósforo inorgánico 
producidos por actinomicetos aislados a partir de suelo de los Andes orientales 
colombianos. 
3.2. Objetivos Específicos.  
 Aislar y georreferenciar a partir de diferentes pisos térmicos, actinomicetos con 
capacidad solubilizadora de fósforo.  
 Evaluar la capacidad solubilizadora de fósforo inorgánico de los aislamientos de 
actinomicetos. 
 Identificar molecularmente los aislamientos con mayor capacidad solubilizadora de 
fósforo.  
 Identificar los ácidos sintetizados por los actinomicetos que participan en la 













4. Capítulo 1: AISLAMIENTO Y EVALUACION DE ACTINOBACTERIAS 
SOLUBILIZADORES DE FOSFORO. 
Metodología  
Este  trabajo  fue desarrollado en los laboratorios de la Pontificia Universidad Javeriana. 
 
Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA) 
Laboratorio Microbiología Ambiental y de Suelos 
Laboratorio de Macromoléculas 
Unidad de Biotecnología y Saneamiento Ambiental (USBA) 
 
4.1. Recolección de la muestra (Realizado por el autor y grupo de investigación). 
 
Las localidades seleccionadas para los muestreos fueron Tota y Paipa (departamento de 
Boyacá); Fusagasugá, La Vega y Villeta (departamento de Cundinamarca) y Maní 
(departamento de Casanare). En cada zona fueron muestreados 5 puntos específicos. 
Las muestras de suelo se tomaron en la rizosfera de pasturas sanas es decir que no 
presentaran síntomas de clorosis, enanismos o coloraciones anormales (rojas, púrpura, 
marrón o verde-oscuro) a una profundidad de 8 a 30 cm, dependiendo de la capa vegetal 
del suelo. El muestreo fue realizado en diferentes localidades, escogidas por un 
gradiente altitudinal que abarcara diferentes pisos térmicos, tipos de vegetación y 
tipologías de suelos (figura 8). 
 
 









Tota Paipa Fusagasuga Vega Villeta Mani
altura de las localidades (msnm)
Piso 
macrotérmico 
28 °C de temperatura 
promedio anual 
Piso subtropical 
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El suelo se depositó en bolsas de polietileno, cerradas herméticamente y se 
transportaron a 4°C al laboratorio de UNIDIA; cada una de las muestras fue debidamente 
marcada según su georeferenciación indicando coordenadas, altura sobre el nivel del 
mar (mediante un GPS Garmin®), temperatura y humedad ambiental relativa (mediante 
un termo-higrómetro, Testo® 177-T3) (Barakate et al., 2002; Franco-Correa et al., 2008). 
Posteriormente las muestras fueron procesadas para el aislamiento de actinobacterias y 
una porción del suelo fue destinada para un análisis de pH (potenciómetro); Fósforo 
disponible (Bray II); bases intercambiables Ca, Mg, K, Na, (extracción con acetato de 
amonio 1N pH 7 y cuantificación en absorción atómica); Acidez (extracción KCl y 
cuantificación por volumetría); CO (Walkley Black); CIC (acetato de amonio 1N pH 7); 
Fósforo total (fusión con nitrato de potasio y cuantificación por colorimetría). Estos 
análisis fueron llevados acabo en el Instituto Geográfico Agustín Codazzi (IGAC).     
 
4.2. Procesamiento de la muestra. 
A partir de cada una las zonas de muestreo, se procesó de manera independiente cada 
uno de los puntos específicos escogidos. Para llevar a cabo el aislamiento de 
actinobacterias, se tomaron 10g de suelo previamente homogenizado y se realizaron 
diluciones seriadas en base 10 con solución salina al 0.85% hasta 10-7. A partir de las 
diluciones 10-4 a 10-7, se sembró por triplicado en medios sólidos avena y avena–extracto 
de suelo suplementados con 1% de Nistatina como agente inhibidor de hongos (anexo 
A). La suspensión se distribuyó homogéneamente sobre la superficie del agar y 
posteriormente se incubó a 23°C (± 2 dependiendo de la localidad de aislamiento), 
revisando periódicamente en el medio sólido de cultivo, durante 30 días, colonias que 
presentaran características puntiformes, secas y pulverulentas; además de una 
observación microscópica verificando la morfología característica de las actinobacterias 
como presencia de micelio o conidios. Pasado el tiempo de incubación se seleccionaron 
las colonias presuntivas de actinobacterias y se repicaron por aislamiento en medio 
sólido avena, hasta purificar totalmente el aislamiento. Los aislamientos fueron 
codificados con la letra inicial de la zona de aislamiento, un número perteneciente a la 
coordenada exacta de muestreo y una letra que se le atribuía a cada aislamiento según 
el orden de aparición, en los medios sólidos de cultivo (Barakate et al., 2002; 
Thangapandian et al., 2007; Franco-Correa et al., 2008). 
 
4.3. Ensayos in vitro para evaluar la capacidad solubilizadora de fósforo de los 
aislamientos de actinobacterias. 
 
Se realizó una selección de las actinobacterias con capacidad solubilizadora de fósforo 
inorgánico mediante un tamizaje, comenzando la selección por una evaluación cualitativa 
en medio sólido y otra en medio líquido. Este primer ensayo permitió tener resultados 
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preliminares de los aislamientos y proseguir con un ensayo cuantitativo, evaluando la 
liberación de fósforo soluble.  
 
4.3.1. Evaluación cualitativa en medio sólido.     
  
Este ensayo se llevó a cabo en el medio sólido SMRS1 (suplementado con fosfato 
tricálcico) (anexo A), realizando dos perforaciones de 5 mm de diámetro en el medio de 
cultivo, separándolas de forma equidistante y substituyendo dicha perforación con un 
disco de cada aislamiento proveniente de un cultivo puro. Se incubó a 23°C durante 10 
días, revisando de manera diaria la acidificación del medio SMRS1 (viraje a color amarillo 
por el indicador de pH) y el halo de hidrólisis (Pikovskaya, 1948; Sundara–Rao y Sinha, 
1963). Este procedimiento se realizó por cuadruplicado. Se tomaron los datos de medida 
de la colonia y halo de hidrólisis para establecer la eficiencia de solubilización de fósforo 
por medio de la siguiente fórmula: 
 
                                
                              
                   
 X 100   (Kumar and Narula.1999). 
 
4.3.2. Preparación de inóculos. 
 
Se realizó una reactivación a partir de un vial de las actinobacterias en medio solido 
avena y se incubó a 23°C por 7 días. Posteriormente se elaboró una suspensión de 
propágulos, en tubos de 16 x 150 mm tapa rosca, con solución salina al 0.85% y se 
preparó un inóculo a una concentración de 1 x 108 células/ml. 
 
4.3.3. Evaluación cualitativa en medio líquido. 
 
Un inóculo de 1 x 107 células/ml  se adicionó a tubos 16 x 150 mm tapa rosca que tenían 
5 ml de medio líquido NBRIP-BPB, suplementado con fosfato tricálcico (anexo A). Se 
incubó a 23°C y 120 rpm inspeccionando durante 5 días y observando cambio en la 
coloración del medio. Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó a 10.000 rpm 
durante 10 minutos, se tomó el sobrenadante y se midió la absorbancia a 600 nm, 
tomando como blanco de prueba el medio NBRIP sin BPB (anexo A). Se registraron los 
datos y se calculó el cambio en la absorbancia, utilizando como referencia el medio 
NBRIP-BPB sin inocular (Mehta y Nautiyal, 2001). Fueron considerados aislamientos 
solubilizadores de fósforo, aquellos que presentaron una absorbancia mayor o igual a 1.5 
unidades (Perez et al., 2007). Este procedimiento se realizó por cuadriplicado. 
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4.3.4. Cuantificación de la actividad solubilizadora de fósforo.  
 
A un erlenmeyer de 100 ml con 20 ml de medio NBRIP, suplementado con fosfato 
tricálcico y fosfato de aluminio como fuente de fósforo insoluble (anexo A) se adicionó el 
inóculo (1 x 107 células/ml, concentración final), manteniendo la proporción del volumen y 
concentración usada en el ensayo líquido cuantitativo. Posteriormente los erlenmeyer se 
incubaron a 23°C y 120 rpm durante 5 días. Pasado el tiempo de incubación, cada 
muestra se centrifugó a 5.000 rpm durante 15 minutos, se tomó el sobrenadante y 
posteriormente se cuantificó la actividad solubilizadora de fósforo de cada uno de los 
aislamientos (anexo B). Este procedimiento se realizó por cuadruplicado.   
 
La cuantificación del fósforo soluble se realizó por medio del método de fosfomolibdeno a 
través del test SPECTROQUANT de Merck® (Murphy y Riley 1962). Basados en el 
instructivo del test se añadieron 5 gotas de Reactivo PO4-1 y una microcuchara 
(suministrada por el test de la casa comercial Merck®) de reactivo PO4-2, para 5 ml de 
muestra. A continuación se agitó vigorosamente, hasta que el reactivo se disolvió 
completamente. Para el desarrollo de esta prueba, se preparó una curva patrón con 
concentraciones conocidas de ortofosfatos (KH2PO4), según el protocolo 365.2 de la EPA 
(anexo B). 
4.4. Curva de crecimiento del mejor aislamiento solubilizador de fósforo bajo 
diferentes fuentes de fósforo insoluble. 
A partir de las evaluaciones cualitativas y cuantitativas se seleccionó el mejor aislamiento 
solubilizador de fósforo para realizar evaluaciones posteriores. Se tomó como referencia 
el mejor resultado con fosfato tricálcico y fosfato de aluminio.  
 
4.4.1. Preparación de inóculo 
 
Se realizó una reactivación a partir de un vial del aislamiento T3A, en medio solido avena 
suplementado con 1% de nistatina y se incubó a 23°C por 7 días. Posteriormente, se 
realizó una suspensión de propágulos en erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de solución 
salina al 0.85% y se preparó un inóculo a una concentración de 1 x 108 células/ml.  
 
4.4.2.  Fermentación en medio líquido 
 
En un erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio NBRIP suplementado con fosfato 
tricálcico,  fosfato de aluminio y roca fosfórica como fuentes de fósforo insoluble (anexo 
A), se adicionó un inóculo de 10 ml (10% del VET, concentración 1 x 107 células/ml) y se 
llevó a incubación a 23°C y 120 rpm, evaluando producción de biomasa, consumo de 
sustrato, fósforo soluble liberado y pH durante los 7 días de cultivo. Este procedimiento 




4.4.3. Medición de biomasa por peso seco. 
 
A partir de la fermentación líquida se tomó el volumen total de cultivo (100 ml) y se 
transfirió a tubos de centrifugado de 50 ml, previamente secados en horno a 60°C 
durante 24 horas y pesados en balanza analítica. El volumen de cada medio de cultivo 
con las diferentes fuentes de fósforo se sometió a centrifugación por 15 minutos a 5.000 
rpm.  El sobrenadante fue separado y se realizaron tres lavados con solución salina al 
0.85%, posteriormente se centrifugaron (5000 rpm por 15 min), descartando el 
sobrenadante. Se llevaron nuevamente a un horno de secado a 60°C por tres días, 
registrando el peso de los tubos cada 24 horas, hasta peso seco constante (Schrader y 
Blevins, 2001; Pires do nascimento, 2003; Ramírez y Coha, 2003). Este procedimiento se 
realizó para cada réplica, con un total de cuatro réplicas. 
 
4.4.4. Consumo de sustrato. 
 
Se evaluó el consumo de glucosa mediante la técnica del ácido 3,5-dinitrosalicílico DNS 
(anexo C) (Miller, 1959). A partir de la fermentación libre de biomasa, se transfirieron 
250μL del sobrenadante a tubos de 13x100 mm a los cuales se adicionaron 250μL de 
reactivo DNS en oscuridad. Dichos tubos se llevaron a ebullición en baño termostatado 
(memmert WNE10) a 95ºC durante 5 minutos y posteriormente se dispusieron en hielo 
durante 5 minutos más. Se agregaron 2500μL de agua destilada a cada uno de los tubos 
y finalmente se realizó la lectura en el espectrofotómetro (Thermo®-scientific. Evolution 
60S UV-Visible) a 540nm, ajustando el cero de absorbancia con el blanco, que se trataba 
de 250μL de reactivo de DNS con 250μL de agua destilada en lugar de la reacción 
enzimática. 
4.4.5. Cuantificación del fósforo soluble liberado. 
 
La cuantificación del fósforo soluble se realizó mediante el procedimiento ya descrito en 
el numeral 4.4.4 (anexo B) por medio del  ácido molíbdico a través del test 
SPECTROQUANT de Merck® (Murphy y Riley, 1962).  
 
4.5. Cuantificación de la actividad solubilizadora de fósforo bajo diferentes pHs 
iniciales. 
 
4.5.1. Preparación de inóculo. 
 
Se realizó una reactivación a partir de un vial del aislamiento T3A en medio avena y se 
efectúo el mismo procedimiento descrito en el numeral 4.3.2, con una concentración de 
inóculo de 1 x 108 células/ml. 
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4.5.2. Cuantificación del fósforo soluble bajo diferentes pHs íniciales 
El inóculo correspondiente al aislamiento T3A fue adicionado a un erlenmeyer de 100 ml 
con 20 ml de medio NBRIP suplementado con fosfato tricálcico, fosfato de aluminio y 
roca fosfórica como fuente de fósforo insoluble, una concentración final de 1 x 107 
células/ml.  El pH inicial fue de 4, 5, 6 y 8  para cada uno de los tratamientos a evaluar.  
Se incubó a 23°C durante 7 días. La cuantificación del fósforo soluble se realizó mediante 
el procedimiento descrito en el numeral 4.4.4 (anexo B). Este procedimiento se realizó 
por cuadruplicado.  
 
4.6. Análisis de datos  
 
A partir de cada experimento, se evaluó la normalidad de los datos por medio de la 
prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas para definir la distribución de los 
datos.  
 
El análisis de varianza ANOVA y las pruebas post-hoc, se llevaron a cabo para 
determinar diferencias estadísticamente significativas de las mejores actinobacterias 
solubilizadoras de fósforo, en caso de no cumplir con los supuestos estadísticos para 
normalidad, los datos fueron sometidos a un análisis estadístico no paramétrico por 
medio de método de Kruskal-Wallis que determinaba igual diferencias estadísticamente 
significativas.  
 
Así mismo, para determinar la relación entre las pruebas cualitativas y cuantitativas, 
además de la solubilización del fósforo con diferentes valores de pHs iniciales, se empleó 
el análisis de correlación de Pearson. Los programas usados para realizar los análisis 
estadísticos y gráficos fueron  SPSS 19 - IBM SPSS Statistics, Statistix Versión 9 y 
SigmaPlot Versión 11.0. 
 
Resultados y discusión  
 
4.7. Aislamiento de actinobacterias 
A partir del aislamiento por un gradiente altitudinal fue posible obtener actinobacterias de 
todas las localidades muestreadas, lo que implica que estos microorganismos pueden ser 
aislados a partir de diferentes tipos de suelos rizosféricos Colombianos. Estos resultados 
concuerdan con los reportados por Corredor y colaboradores (2000), Cardona y 
colaboradores (2009); Franco-Correa y colaboradores (2010) y Otero (2011). Muchos 
géneros de este grupo de microorganismos se encuentran a diferentes alturas sobre el 
nivel del mar y asociados a cualquier tipo de vegetación; la capacidad de reproducirse 
por conidios, presentar un crecimiento filamentosos y producir una diversidad de enzimas 
y metabolitos secundarios son características que les permiten tener una adaptación a 
diferentes condiciones medioambientales y de esta forma, mantener una alta población, 
adherirse fuertemente a sustratos,  descomponer variedad de compuestos y competir por 
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espacio y sustratos frente a otros grupos de microorganismos. Estas características les 
ha otorgado la habilidad de colonizar cualquier tipo de suelo, motivo por el cual las 
actinobacterias son uno de los phylum más representativos bajo cualquier tipología de 
suelo  (Waksman, 1950; Perlam, 1953; Goodfellow, 1983; Janssen, 2006; Zhang y Xu, 
2008). Existen reportes que postulan a diferentes géneros de actinobacterias con la 
capacidad de prosperar en condiciones adversas de pH, temperatura, salinidad y 
humedad, esta facultad de ser fácilmente adaptables a diferentes condiciones los 
presenta como un phylum con especies extremófilas o extremotolerantes lo cual los 
mantiene como uno de los grupos con mayor potencial biotecnológico (Zenova et al., 
2011; Ballav et al., 2012). Finalmente, la presencia  actinobacterias a través de una 
amplia variedad de pisos térmicos invita a realizar estudios profundos de diversidad y 
ecología del phylum Actinobacteria, con el fin de entender y correlacionar la diversidad de 
microorganismos con el tipo de vegetación en ecosistemas del trópico Colombiano (Xu et 
al., 1996).  
La figura 9 resume las localidades de muestreo, el número de aislamientos obtenidos, 
temperatura de la localidad, humedad ambiental, altura sobre el nivel del mar y el punto 
de muestreo exacto.  
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Figura 9. Mapa con ubicación geográfica de los puntos de muestreo y número de aislamientos 
recuperados, altura sobre el nivel del mar y condiciones medio ambientales. ArcView 9®. 
 
A partir de esta figura se puede observar que el número de aislamientos varió según la 
localidad de muestreo, Tota (17), Paipa (15), Fusagasugá (9), La Vega (6), Villeta (8), y 
Maní (2), además se observa cómo se realizaron los muestreos sobre la región andina, 
en la cordillera oriental. El muestreo de mayor altitud se encuentra ubicado alrededor de 
los 3.000 m.s.n.m y el más bajo a 208 m.s.n.m, abarcando un amplio rango de 
temperatura, diferentes tipos de suelo y una gran variedad de vegetación. Los estudios 
de diversidad rizosférica sugieren muchos parámetros que pueden influir sobre la 
estructura de la población, diversidad y actividad de la comunidad microbiana, pero los 
dos factores que más intervienen sobre dicha comunidad, son la especie de planta y el 
tipo de suelo (Nannipieri et al., 2007; Garbeva et al., 2008). Basados en esta información, 
la tabla 1 presenta algunas de las características químicas más importantes de los 
suelos, en donde se realizó el aislamiento de las actinobacterias, estos resultados 












T1* 4,7 283 64 4,5 1,1 
T2 4,9 178 177 63 25 
T3* 5,3 766 313 7,6 1,9 
T4 5,3 55 22 6 0,43 
T5 5,7 518 16 16 3,2 
P1* 5,5 751 10,3 13,3 2,8 
P2* 5,6 890 15,1 62,8 14,1 
P3* 7,2 874 37,1 40,5 8,7 
P4* 5 267 9,9 11 2 
P5* 4,3 291 6,1 11,8 2,2 
F1* 7,6 4293 37,9 58,4 19,2 
F2* 5,1 3733 22,4 76,9 34,6 
F3 4,8 3833 20,8 49,6 8,6 
F4* 3,7 1277 156 16,7 3 
F5 4,3 1017 40,5 28,1 2,2 
L1 4,5 2194 393 22,6 4,2 
L2* 3,5 1407 17,1 28,9 4,8 
L3* 3,4 1117 2,1 17,8 4 
L4* 3,9 1547 10,3 26,8 5,7 
L5 5 1257 10,1 13,4 4,3 
V1* 7,6 687 19 20,3 2,2 
V2* 4,6 347 1,5 13 1,6 
V3 7 509 4,5 26,4 5,5 
V4 4,4 2254 9,9 26,4 2,5 
M1 4,4 243 1,7 9,2 1,7 
M2* 4,6 213 4,5 7,7 1,5 
M3 4,2 1138 73 35,5 4,6 
M4* 5,6 217 1,9 4,7 1,2 
M5 5,2 225 4,1 5,3 2 
 
Tabla 1. Características químicas presentadas por los puntos de muestreo de cada una de las 
localidades. Tota (amarillo), Paipa (verde), Fusagasugá (rojo), La Vega (morado), Villeta 
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El mayor número de aislamientos se encuentra en las localidades situadas entre los 3042 
y 1844 msnm (Tota, Paipa y Fusagasugá), esto quizás se debe a las condiciones que 
rodean el crecimiento de estas actinobacterias, en estos lugares de muestreo existen 
temperaturas en el rango de este grupo de microorganismos (18 a 27 °C), acompañadas 
de suelos arenosos con bajos contenidos de agua, condiciones medio ambientales 
comúnes para el desarrollo de estos microorganismos, ambiente que contribuye a brindar 
la condición de oxígeno exigido por la gran mayoría de los géneros del grupo, de igual 
manera el pH de los puntos donde se realizó el aislamiento de actinobacterias está en la 
mayoría de los casos cercano a 5 o por encima, lo que favorece el desarrollo de las 
actinobacterias, existiendo algunas excepciones en el punto 5 y 4 de las localidades de 
Paipa y Fusagasugá respectivamente, en donde se realizaron aislamientos con pH 
cercanos a 4. Otra propiedad importante en el desarrollo y crecimiento de actinobacterias 
tiene que ver con los altos contenidos de materia orgánica que favorecen la multiplicación 
y actividad de estos microorganismos, al tomar en cuenta esta propiedad podemos 
observar que en las localidades de Paipa  y Fusagasugá (P1, P2, P3, F1 y F2) en los 
puntos donde se realizaron aislamientos tiene valores más altos de carbono orgánico que 
el resto de localidades, sin embargo existen otros puntos de muestreo como T2 donde se 
observaron porcentajes de carbono orgánico alto pero no se aislaron actinobacterias, 
esto quizás se debe a que las relaciones de estos microorganismos en la zona rizosférica 
suelen ser más complejas que en el resto del suelo, por lo cual se debe dar un conjunto 
apropiado de condiciones óptimas para el desarrollo de este grupo de microorganismos 
(Kuster, 1968; Garbeva et al., 2008). Los microorganismos esporulados presentan mejor 
capacidad de adaptación que muchas bacterias no esporuladas, así mismo la capacidad 
de formar filamentos les permiten explorar fácilmente el suelo en busca de nutrientes y 
agua. Los motivos anteriores hacen que las actinobacterias sean uno de los grupos de 
microorganismos que más fácilmente se adapta a diversas condiciones del suelo, sin 
embargo la estructura de la comunidad de actinobacterias se ve influenciada 
principalmente por el pH, de esta manera se reporta que en suelos con altas cantidades 
de materia orgánica los géneros que predominan son Micrococcus, Nocardia, 
Mycobacterium y Arthrobacter, por el contrario en suelos ácidos los géneros de mayor 
presencia son Streptomyces, Acidimicrobium y Actinospica. La materia orgánica y el pH 
son los aspectos que más influyen sobre la estructura y diversidad taxonómica de las 
actinobacterias, posiblemente un adecuado equilibrio de estos dos factores determina la 
posibilidad de recuperar determinado número de aislamientos cultivables en cada tipo de 
suelo (Jenkins et al., 2010; Kopecky et al., 2011). 
En la localidad de Villeta a partir de cuatro puntos de muestreo solo se logró obtener 
actinobacterias de dos de estos, aun así esta localidad presenta casi el mismo número 
de aislamientos que Fusagasugá, esto puede estar relacionado con el hecho que las 
especies de plantas y condiciones del suelo de los puntos exactos de muestreo tiene un 
efecto directo sobre la abundancia y diversidad de la población microbiana (Babalola, 
2010; Ghodhbane-Gtari, 2010).  
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Por otro lado, las localidades de La Vega y Maní presentaron menor número de 
aislamientos, especialmente Maní (Departamento del Casanare). Estas  localidades se 
caracterizan por presentar suelos arcillosos de poca porosidad, características que 
disminuyen la cantidad de oxígeno disponible, adicional a esto la localidad de Maní 
presenta suelos inundados durante largos periodos de tiempo y altas concentraciones de 
aluminio, lo que no facilita el crecimiento de las actinobacterias. Los valores de pH de 
estas localidades están alrededor de 5 o por debajo en muchos de los puntos de 
muestreo parámetro que pudo influir en la cantidad de aislamientos obtenidos en estas 
localidades (Alexander, 1977; Goodfellow y Williams, 1983) 
El análisis estadístico comparativo realizado a las características de los suelos entre  
localidades (tomando todos los puntos de muestreo, sin importar si se realizaron o no 
aislamientos a partir de ese punto)  (anexo G) permitió demostrar que las propiedades de 
fósforo total, capacidad de intercambio catiónico y carbono orgánico presentan 
diferencias significativas entre las localidades. La localidad de Tota presenta los valores 
más bajos de fósforo total, pero más altos de carbono orgánico lo cual pudo ser la 
característica significativa que influyó para lograr una mayor abundancia de morfologías 
diferentes de actinobacterias; por otro lado la localidad de Maní presentó la menor 
concentración de carbono orgánico en los suelos. Estos hechos apoyan la dependencia 
de este grupo de microorganismos por la materia orgánica (Fernández, 1988). Los 
aislamientos obtenidos en las localidades de Villeta y Maní evidencian que aún cuando 
están en bajas cantidades es posible encontrar actinobacterias en lugares con escasas 
concentraciones de materia orgánica, valores de pH ácidos y poco oxígeno disponible 
por la textura del suelo o excesos de humedad en el suelo, además de metales tóxicos 
como el aluminio. Estos resultados de aislamientos bajo estas condiciones concuerdan 
con los reportados por Shirokikh y colaboradores (2002) y Norovsuren y colaboradores 
(2007). Finalmente cabe resaltar que el aislamiento de las actinobacterias bajo estas 
condiciones medioambientales abre el marco de posibilidades para explorar el potencial 
biotecnológico de este grupo de microorganismos autóctonos de suelos tropicales 
colombianos y que pueden tener múltiples aplicaciones, como el desarrollo de 
biofertilizantes que fácilmente colonicen la rizosfera de cultivos tropicales. 
 
4.8. Evaluaciones y tamizaje de actinobacterias solubilizadoras de fosfato 
 
4.8.1. Evaluación cualitativa en medio sólido de cultivo 
 
A partir de los 57 aislamientos purificados y las actinobacterias MCR1, MCR24 (controles 
de positivos), MCR9 y MCR26 (controles negativos) pertenecientes a la Unidad de 
Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA), se procedió a realizar la evaluación en medio 
de cultivo sólido para establecer cuáles de los aislamientos presentaban el fenotipo 
positivo para la solubilización de fosfato tricálcico como fuente inorgánica de fósforo. La 
figura 10 presenta los resultados de esta evaluación.  
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Figura 10. Evaluación cualitativa en medio sólido de cultivo. En el eje X los aislamientos 
evaluados, en el eje Y el índice de solubilización. Las localidades están codificadas por colores. 
Los aislamientos que no presentan barras se deben a una actividad casi nula, bajo esta 
metodología. Las barras de error fueron establecidas por la desviación estándar de la media de 
los datos. 
 
La prueba cualitativa en medio sólido SMRS-1 es desarrollada tradicionalmente 
empleado medio Pikovskaya (1948). Los microorganismos fosfato solubilizadores 
producen un halo de aclaramiento alrededor de la colonia debido a la solubilización del 
fosfato tricálcico y un cambio de color en el medio  (en el medio SMRS-1) por el viraje del 
indicador de pH, debido a la producción de ácidos orgánicos u otros compuestos o 
metabolitos que puedan descender el pH. Para la adecuada interpretación de la prueba 
se deben cumplir las dos premisas, lo que evidencia como el fosfato tricálcico es 
solubilizado y no continúa precipitado (anexo D).  
La estimación del índice de solubilización (IS) en el medio SMRS-1 mostró el desarrollo 
de una zona de aclaramiento alrededor de la colonias y la acidificación, las mediciones 
para los aislamientos oscilaron entre 0,1 y 5,2 (IS) y los resultados estadísticos 
permitieron diferenciar de manera significativa cuales aislamientos presentaban mejor 
actividad. De manera general los resultados encontrados sugieren buenas actividades de 
solubilización de fósforo por parte de las actinobacterias, al ser comparados con otros 
estudios como los de Kumar y Narula (1999) quienes evaluaron esta prueba en cepas de 
Azotobacter chroococcum, aisladas de rizosfera de trigo y encontraron un valor máximo 
de solubilización de 2,3 (IS). Así mismo Alam y colaboradores (2002) evaluaron bacterias 
no filamentosas, encontrando que estas presentaban un valor de solubilización de 3,29 
(IS). Son pocos los estudios de actinobacterias como solubilizadoras de fósforo, sin 
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embargo Franco y colaboradores (2010) evaluaron la solubilización de fósforo inorgánico 
en medio Pikovskaya y SMRS-1 por parte de actinobacterias, encontrando que estos 
microorganismos tienen la habilidad de solubilizar fósforo a partir de estos medios lo que 
fue confirmado durante el desarrollo de este ensayo. Los analisis estadísticos 
demostraron la formación de 10 grupos en el cual los aislamientos con mejores 
resultados son F2A, F1A, F1B, F1C, F4C, T3F, T1A y T3A, que se agrupan igual que el 
control positivo MCR24 presentando índices de solubilización superiores a 3.0, estos 
resultados permiten demostrar la existencia de actinobacterias solubilizadoras de fósforo 
pertenecientes en su mayoría a las localidades de Fusagasugá y Tota. 
Esta evaluación de tamizaje es la usada por varios autores (Kumar y Narula et al., 1999; 
El-Tarabily et al., 2008; Gupta et al., 2010; Park et al.,  2011)  y especialmente 
recomendada por Sahu y colaboradores (2007) para iniciar una selección de 
microorganismos solubilizadores de fósforo, además de ser el procedimiento citado en la 
NTC (norma técnica colombiana) 5842 de Icontec. Este ensayo cualitativo en medio 
sólido es usado comúnmente en laboratorios de calidad y producción de bioinoculantes 
en el campo agrícola, sin embargo no es del todo confiable porque las interpretaciones 
son muy subjetivas, lo que varía los resultados en los halos de solubilización por 
concentración de inóculo o forma de preparación del ensayo. Kumar y colaboradores 
(1999) proponen el índice de solubilización para comparar de forma objetiva los 
resultados. Por otra parte el uso de uno u otro medio de cultivo induce una mayor o 
menor eficiencia de solubilización en este tipo de evaluación. Actualmente el medio 
NBRIP diseñado por Nautiyal (1999) es el más usado haciendo uso de esta metodología. 
En una última revisión Paredez-Mendoza y colaboradores (2010) compararon un nuevo 
medio de cultivo denominado Medio Mínimo para Solubilización de Fosfato Colegios de 
Postgraduados con MgCl (MMSFCP con MgCl), el cual presentó resultados más 
eficientes que los medios NBRIP y PKV usados comúnmente, estos hechos de muestran 
el continuo avance en la búsqueda de medios de cultivo que contribuyan a dilucidar el 
fenotipo solubilizador de fosfatos insoluble, lo que hace más eficientes lo procesos 
biotecnológicos. 
 
4.8.2. Evaluación cualitativa en medio líquido de cultivo  
 
De igual forma que con el ensayo en medio sólido, se evaluaron los aislamientos, 
controles positivos y negativos con la metodología en medio líquido. Se procedió a 
realizar el ensayo para establecer cuáles de los aislamientos podían presentar el fenotipo 
positivo para la solubilización de fosfato tricálcico como fuente inorgánica de fósforo, y 
comparar dichos resultados con los arrojados por la evaluación en medio sólido. La figura 
11 presenta los resultados de esta evaluación.  
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Figura 11. Evaluación cualitativa en medio líquido de cultivo. En el eje X los aislamientos 
evaluados, en el eje Y el cambio de absorbancia a 600nm. Las localidades están codificadas por 
colores. La línea punteada en negro es el punto de corte sugerido por Pérez y colaboradores 
(2007) para seleccionar microorganismos solubilizadores o para ensayos posteriores. Los 
aislamientos que no presentan barras son consecuencia de una actividad casi nula bajo esta 
metodología. Las barras de error fueron establecidas por la desviación estándar de la media de 
los datos. 
 
La metodología diseñada por Mehta y Nautiyal (2001) puede ser una alternativa de 
selección diferente a la evaluación en medio sólido, puesto que muchos autores 
cuestionan la fiabilidad de dicho método, al presentarse falsos negativos, adicional a 
esto, se ha estudiado que la solubilización de fósforo incrementa con la ausencia de 
extracto de levadura presente en el medio SMRS-1 pero no en NBRIP, lo que 
probablemente tampoco permite evidenciar una buena actividad solubilizadora de fósforo 
en medio sólido (Leyval y Barthelin, 1989; Louw y Webley, 1959; Gupta et al., 1994; 
Mehta y Nautiyal, 2001; Liu et al., et 2011).  
Los resultados de los 57 aislamientos evaluados demuestran que la evaluación en medio 
líquido permite discriminar la capacidad solubilizadora de fósforo más fácilmente que el 
ensayo en medio sólido. En este ensayo líquido es posible observar que aún cuando la 
actividad es muy leve, los aislamientos de Paipa presentan el fenotipo solubilizador de 
fósforo, por el contrario los aislamientos de Maní pueden ser considerados como los de 
más alta actividad mediante esta metodología en medio líquido. Los resultados 
concuerdan con lo reportado por Rashid y colaboradores (2004) y Pérez y colaboradores 
(2007), quienes mencionan que entre la detección del halo de aclaramiento en medio 
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sólido y la solubilización de fósforo en medio líquido pueden presentarse contradicciones 
en algunas ocasiones. Estos hechos y los análisis estadísticos que evidencian la 
formación de 17 grupos homogéneos, en donde los aislamientos son discriminados de 
manera más detallada, permite separar y jerarquizar más fácilmente los aislamientos en 
procesos de selección o evaluación para ser sugeridos como microorganismos 
solubilizadores de fósforo, datos que concuerdan con lo publicado por Mehta y Nautiyal 
(2001). 
La línea punteada con un valor de 1,5 unidades de absorbancia en la figura 11 es el valor 
reportado por Pérez y colaboradores (2007) para seleccionar cepas con buena capacidad 
solubilizadora de fósforo y emplearlas en ensayos posteriores. Con base en este punto 
de corte, fue posible observar como las localidades de Tota, Fusagasugá y Maní tienen 
aislamientos con actividad solubilizadora de fósforo sobresaliente; de igual manera se 
aprecia que estos aislamientos presentan actividades similares a los controles. Cabe 
resaltar que el control negativo MCR9 en medio sólido no presentaba halo de 
solubilización, en medio líquido presentó una alto cambio en la densidad óptica 
sugiriendo una buena capacidad solubilizadora de fosfatos minerales, motivo por el cual 
mediante y lo revelado por esta metodología MCR9 no es adecuado para usar como 
control.  
Al comparar los aislamientos de Pérez y colaboradores (2007) bajo la misma 
metodología, se observó que el mayor valor es cercano a 2,3 unidades producido por 
Burkholderia cepacia aislada de suelos venezolanos, lo que concuerda con los valores 
cercanos obtenidos a partir de los aislamientos F1C, F2D, F4B, F4D o M4A. Este ensayo 
es rápido de realizar, no incurre en altos costos y es comúnmente usado para realizar 
una primera selección de actividades promotoras del crecimiento vegetal (Ganesan,  
2008; Mirik et al., 2008). Jetiyanon y Plianbangchang (2010) presentan resultados 
similares a los de este trabajo, y resalta como el fosfato tricálcico precipitado se disuelve 
en la solución del medio de cultivo tras los procesos biológicos generados por los 
microorganismos, este resultado coincide con los de este trabajo, en donde además de 
establecer el cambio de la densidad óptica, se observa el cambio de intensidad de color y 
la disminución del fosfato tricálcico en los tubos de evaluación inoculados con los 
aislamientos, contrario a lo observado en el medio control en el cual se distingue el 
precipitado blanco del fosfato tricálcico y un color azul muy intenso debido al indicador de 
pH BPB (anexo E). 
Este ensayo tiene la desventaja que fue diseñado para hacer uso de fosfato tricálcico 
como fuente de fósforo inorgánico, sin embargo el uso de esta metodología con otras 
fuentes de fósforo como rocas fosfóricas o fosfatos de hierro o aluminio, puede presentar 
resultados falsos positivos, debido a que la prueba se fundamenta en el viraje del color 
del indicador azul de bromofenol a causa de la liberación de ácidos orgánicos liberados al 
medio por los microorganismos. En presencia de complejos de fosfatos de hierro y 
aluminio el medio desciende el pH en el momento de la adición y durante el transcurso 
de las fermentaciones, motivo por el cual se da de manera inmediata cambios en la 
densidad óptica del medio. Por los motivos anteriores el ensayo solo se realizó con una 
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fuente de fósforo sugerida por Mehta y Nautiyal (2001) y se recomienda la 
estandarización con otras fuentes de fósforo. Finalmente cabe resaltar que este trabajo 
es pionero en el empleo de esta metodología de selección de actinobacterias con 
capacidad de solubilizador de fosfato.   
 
4.8.3. Evaluación cuantitativa de la liberación de fósforo soluble en medio 
líquido de cultivo 
 
Los resultados obtenidos entre los ensayos cualitativos en medios sólido y líquido no son 
iguales en todas las ocasiones, es decir cada aislamiento se comporta con una 
sensibilidad diferente frente a cada medio de cultivo. Teniendo en cuenta lo anterior un 
ensayo cuantitativo de liberación de fósforo permite discriminar de manera más verás los 
aislamientos. La figura 12 presenta los resultados de cada uno de los aislamientos 
evaluados, con fosfato tricálcico como fuente de fósforo, para estos ensayos se usaron 
los aislamientos MCR24 y MCR26 como controles positivo y negativo respectivamente, 
caracterizadas previamente por Franco-Correa y colaboradores (2010). 
 
 
Figura 12. Evaluación cuantitativa en medio líquido de cultivo con fosfato tricálcico (Ca3(PO4)2 = 5 
g·L
-1
). En el eje X los aislamientos evaluados, en el eje Y izquierdo el fósforo soluble liberado, en 
el eje Y derecho el pH en el medio de cultivo al final del periodo de incubación. Las localidades 
están codificadas por colores. Las barras de error fueron establecidas por la desviación estándar 
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de la media de los datos. Los puntos negros son el valor de pH final del medio de cultivo para 
cada aislamiento. 
 
Se debe resaltar que en esta prueba, muchos de los aislamientos a los cuales no se les 
detectó altas cantidades de ortofosfatos en el medio de cultivo y se observaba la 
presencia de biomasa, probablemente estén almacenando el fósforo obtenido a partir del 
fosfato de calcio en forma de polifosfatos (anexo F). Este resultado es importante desde 
el punto de vista biotecnológico, pues aquellos aislamientos que tiene la capacidad de 
almacenar ortofosfatos pueden ser utilizados como agentes bioremediadores en 
ambientes contaminados con altas concentraciones de fosfatos, como los lagos 
eutroficados (Kong et al., 2005; Sabarathnam et al., 2010; Chaudhry y Nautiyal, 2011). 
Para el caso de este trabajo en particular, el objetivo era que una fracción de esos 
fosfatos disponibles liberados puedan ser usados por la planta, razón por la cual el 
interés se centraba sobre aquellos aislamientos que más ortofosfatos en el medio dejaran 
disponibles. 
Como se observa en la figura 12 la evaluación cuantitativa de solubilización de fósforo 
por el método de fosfomolibdeno, muestra claramente que los aislamientos pueden ser 
clasificados de manera sencilla, los análisis estadísticos y esta gráfica presentan como 
mejores solubilizadores de fósforo a los aislamientos T1C, T1H, T3A, T3C, P3E, F1A, 
F2A y V2B con valores que oscilan entre  396 y 526 mg·L-1 además de confirmar la 
elevada actividad del control positivo MCR24 con un valor de 481 mg·L-1. Aún cuando 
son pocos los aislamientos con actividades altas en la liberación de ortofosfatos, estos 
son superiores a lo reportado por El-Tarabily y colaboradores (2006), quienes evaluaron 
la capacidad solubilizadora de fósforo de Micromonospora endolithica, Actinoplanes sp. y 
Streptosporangium sp., además de lo reportado por Gupta y colaboradores (2010) con 
Streptomyces sp., y los valores presentados por Hamdali y colaboradores en el 2008. No 
obstante, los valores obtenidos coinciden con los ensayos realizados por Chen y 
colaboradores (2006) que evaluaron esta actividad en actinobacterias pertenecientes a 
los géneros de Rhodococcus y Arthrobacter los cuales presentaron actividades de 186,9 
y 519,7 mgP·L-1, respectivamente. Al comparar reportes de otros grupos de 
microorganismos de bacterias no filamentosas como Burkholderia cepacia,  
vietnamiensis, Pseudomonas, Bacillus y otras pertenecientes a la familia 
Enterobacteriacea, conocidas ampliamente por su capacidad solubilizadora de fósforo y 
porque generalmente son propuestas para el diseño de bioinoculantes, es posible 
observar que las actinobacterias aisladas presentan una solubilización sobresaliente, con 
cantidades de fósforo soluble que igualan o superan a las producidas por este tipo de 
bacterias (Park et al., 2011; Liu et al., 2011).  Los resultados de estas actinobacterias 
frente a los géneros de Burkholderia, Pantoea o Serratia tiene valores superiores a estos 
aislamientos obtenidos a partir de suelos venezolanos con características similares a los 
suelos colombianos, es decir ultisoles con pH ácidos y altas concentraciones de Fe y Al 
(Pérez et al., 2007). De igual manera estos resultados son superiores significativamente 
a los presentados por Otero (2011) a partir de varios aislamientos de Streptomyces de 
suelos, asociados a cultivo de plátano en Colombia. 
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Aunque diferentes mecanismos de solubilización de fósforo pueden ser llevados a cabo, 
el principal se da por la producción de ácidos orgánicos (Whitelaw, 1999). En la figura 12 
se observa un cambio notable del valor de pH para algunos de los aislamientos en el 
medio de cultivo a través del periodo de fermentación; el pH de cultivo fue ajustado a 7 
en el momento del inicio de la incubación. La figura 12 evidencia que para las cepas con 
una alta actividad liberadora de ortofosfatos pertenecientes a la localidad de Tota (T1C, 
T1H, T3A y T3C) el pH descendió significativamente a valores de 4,0-4,5, lo que puede 
estar sugiriendo la producción de ácidos orgánicos por parte de las actinobacterias, este 
hecho era de esperarse gracias a la presencia de glucosa en los medios de cultivo y que 
es metabolizada por actinobacterias vía Embden-Meyerhof-Parnas donde se producen 
ácidos orgánicos, H+, piruvato y ATP. Por otra parte el descenso en pH en los 
aislamientos P3E, F1A, F2A y V2B no fue tan significativo, motivo por el cual no se puede 
observar una correlación tan clara de la liberación de ácidos orgánicos con la alta 
solubilización de fósforo, lo cual sugiere que puede existir más de un mecanismo 
involucrado en la solubilización de fósforo por parte de estas cepas. De manera general, 
para todos los aislamientos, los coeficientes de correlación de Pearson arrojaron valores 
significativos (p<0,05), estos resultados permitieron observar que existe una correlación 
negativa (r= -0,3332) (anexo G) entre el pH y el fósforo solubilizado, indicando que la 
caída del valor de pH estaba asociado con los niveles más altos de solubilización de 
fósforo, resultados similares son reportados por Banerjee et al. (2010), Alam et al. (2002) 
y Chen et al. (2006). Considerando estos resultados y al ser comparados con otros 
ensayos en actinobacterias, es posible que la liberación de ácidos orgánicos sea el 
mecanismo más importante de solubilización llevado por algunos de los aislamientos 
como los presentes en las localidades de Tota, sin embargo los aislamientos P3E, F1A, 
F2C y V2B no mostraron acidificación en el medio de cultivo, es posible que en el 
momento de la toma de la muestra para la evaluación de liberación de fósforo y medición 
de pH, el microorganismos estuviese realizando procesos metabólicos que alcalinizaran 
el medio como proteólisis, desaminacion, descarboxilaciones o producción de 
compuestos relacionados con la liberación del amonio. Cabe también la posibilidad de 
que el mecanismo de solubilización no sean los ácidos orgánicos sino otro tipo de 
sustancias que actúan como agentes quelantes y que alcalinizan el medio de cultivo. 
 
El desarrollo de este ensayo cualitativo también tenía como objetivo establecer cuál de 
los ensayos cualitativos era más acertado, por tal motivo se desarrolló el análisis de 
correlación de Spearman evaluando cuál de las dos pruebas cualitativas se relacionaba 
más con la cuantitativa, se encontraron valores significativos (p< 0,05) en las dos 
pruebas, expresando que las dos se veían relacionadas con la prueba cuantitativa pero la 
evaluación cualitativa en medio líquido es bastante fiable y rápida para la selección de 
microorganismos fosfato solubilizadores, resultados similares son expuestos por 
Rodríguez y Fraga (1999), Mehta y Nautiyal (2001), Pérez y colaboradores (2007) y Liu y 
colaboradores (2010). A pesar de los resultados presentados anteriormente en cuanto a 
ensayos cualitativos, cabe resaltar que la evaluación cuantitativa es mucho más confiable 
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y exacta para conocer el potencial real de un aislamiento para liberar fósforo, motivo por 
el cual debe ser realizada de ser posible por encima de cualquier otro procedimiento 
(Baig et al., 2010). 
 
Posteriormente, se realizó la cuantificación de fósforo soluble usando fosfato de aluminio 
(AlPO4) como fuente de fósforo insoluble, esto con el fin de evaluar otras fuentes de 
fósforo insolubles y adicionalmente seleccionar aislamientos que sean más funcionales 
frente al tipo de los suelos colombianos, los cuales tienen Al+3 como principal catión de 
fijación del fósforo (Malagon, 1995; 2003). La figura 13 presenta los resultados de dicha 
evaluación. 
 
Figura 13. Evaluación cuantitativa en medio líquido de cultivo con fosfato de aluminio (AlPO4) = 1 
g·L
-1
). En el eje X los aislamientos evaluados, en el eje Y izquierdo el fósforo soluble liberado, en 
el eje Y derecho el pH en el medio de cultivo al final del periodo de incubación. Las localidades 
están codificadas por colores. Las barras de error fueron establecidas por la desviación estándar 
de la media de los datos. Los puntos negros son el valor de pH final del medio de cultivo para 
cada aislamiento. 
 
La existencia de microorganismos capaces de solubilizar distintas formas de fosfato de 
calcio ha sido reportada en innumerables ocasiones, sin embargo, pocos estudios 
investigan la solubilización de otros fosfatos como AlPO4 y FePO4 (Banerjee et al., 2010), 
compuestos que causan una baja fertilidad en suelos ácidos (Illmer et al.1995; Burbano, 
2010). De manera general se observa que la solubilización del fósforo a partir de AlPO4 
se produjo en menor medida comparado con la cantidad de fósforo liberado a partir de 
Ca3(PO4)2. Resultados similares fueron encontrados por Delvasto y colaboradores 
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(2006), Pérez y colaboradores (2007), Song y colaboradores (2008), Kumar y 
colaboradores (2010), Park y colaboradores (2011), Aadarsh y colaboradores (2011) y 
Panhwar y colaboradores (2012), los cuales mostraron que los microorganismos 
evaluados fueron eficaces en la solubilización de Ca3(PO4)2 pero no de AlPO4. Lo 
anterior obedece a que el aluminio soluble liberado a partir de AlPO4 al principio del 
proceso pueden aumentar el nivel de toxicidad del medio de cultivo y que esto podría 
explicar la supresión de la actividad solubilizadora de fósforo que se observa en los 
ensayo in vitro (Illmer et al., 1995; Oliveira et al., 2009). No obstante se sabe que en el 
suelo la toxicidad varía por la complejidad de esta matriz y estos microorganismos 
reportan una buena resistencia al aluminio y otros metales pesados, motivo por el cual 
también son usados en procesos de bioremediación (Shirokikh, 2002; de-Bashan et al., 
2012). 
Los aislamientos T3A, V1E y T1J mostraron una alta actividad solubilizadora de fósforo 
(24,3, 22,5 mg·L-1 y 21,7 mg·L-1, respectivamente) armando un grupo totalmente 
independiente frente al resto de aislamientos. Así mismo, al comparar dichos resultados 
con un aislamiento de Bacillus sp. que presentaba un valor de 5.65 mg·L-1 es posible 
notar que estas actinobacterias tiene unos valores altos de solubilización (Selvi et al., 
2011). Por otro lado, Banerjee y colaboradores (2010) publicaron una de las actividades 
más altas con esta fuente de fósforo, reportando un valor de 34 mg·L-1 por parte de una 
cepa de Arthrobacter sp., siendo un valor cercano al compararlo con el resultado 
producido por el aislamiento T3A, demostrando la buena actividad de este aislamiento 
frente a una fuente de fósforo más compleja. Los resultados de este trabajo y el de 
Banerjee y colaboradores (2010) demuestran que las actinobacterias pueden actuar 
mejor frente a esta fuente de fósforo que aislamientos tradicionales de bacterias 
solubilizadoras de fósforo. La buena actividad generada por las actinobacterias puede 
deberse a su alta capacidad para tolerar concentraciones altas de metales pesados, las 
actinobacterias que presentan una mayor resistencia a este elemento in vitro lo hacen a 
una concentración de AlPO4 5g·L
-1 (10mmol·L-1) (Sayed et al., 2000), por lo tanto 
diversos autores han trabajado con concentraciones más bajas de este compuesto en 
sus evaluaciones (Illmer, 1995; Prijambada et al., 2009). Igualmente se encuentra 
reportado que las actinobacterias y otros microorganismos son capaces de crecer y 
desarrollarse en estas condiciones de estrés por metales pesados liberando ácidos 
orgánicos, sideróforos u otro tipo de compuestos que forman complejos con los metales 
(Hierro y Aluminio) y de esta forma disminuyen la toxicidad del metal, característica que 
les permite colonizar suelos con la presencia de este elemento (Shirokikh, 2002; Chuang, 
2007).   
La figura 14 presenta de manera resumida las actividades de cada uno de los 
aislamientos con las dos fuentes de fósforo (Ca3(PO4)2 y AlPO4), lo que permite 
identificar fácilmente los aislamientos más promisorios en la solubilización de fosfatos 
inorgánicos. La figura 14 evidencia que los aislamientos T1C, T1H, T1J, T3A, T3C, P3E, 
F1A, F2A y V1E V2B generan un grupo aparte del resto de aislamientos por presentar 
una alta actividad con las dos fuentes de fósforo, dentro de este grupo el aislamientos 
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T3A es el que más se destaca, cabe resaltar que muchos otros aislamientos como el 
aislamiento MCR24 (control positivo) solo tiene una elevada actividad con Ca3(PO4)2.  
 
Figura 14. Evaluación cuantitativa en medio líquido de cultivo con fosfato de tricálcico (Ca3(PO4)2 
= 5 g·L
-1
) y fosfato de aluminio (AlPO4 = 1 g·L
-1
). En el eje X la escala para fosfato de aluminio, en 
el eje Y la escala para fosfato tricálcico. Las localidades están codificadas por colores.  
 
Los aislamientos mencionados anteriormente son interesantes teniendo en cuenta que 
pertenecen a suelos colombianos, con valores de pH ácidos y con bajas concentraciones 
de fósforo disponible. Los resultados sugieren a estos aislamientos como candidatos 
para estudios futuros con capacidades iguales o superiores al control positivo MCR24, 
esta cepa fue caracterizada previamente por Franco-Correa y colaboradores (2010) y 
presentó una gran variedad de actividades PGPR entre lo que se destacó la capacidad 
solubilizadora de fósforo mediante evaluación cualitativa en medio sólido. El presente 
trabajo confirma por medio de un ensayo cuantitativo una alta capacidad solubilizadora 
de fósforo de este aislamiento. Muchas investigaciones (Khan et al, 2009; Rodríguez y 
Fraga, 1999; Chen et al., 2006; Saharan y Nehra, 2011) y el presente trabajo reportan 
que las cepas con buena capacidad solubilizadora de fósforo tienen otra gran cantidad de 
mecanismos para promover el crecimiento vegetal como sucede con la cepa control 
MCR24, motivo por el cual estos aislamientos pueden ser evaluados con otras 
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actividades para la promoción del crecimiento vegetal como fijación de nitrógeno, 
degradación de carbohidratos complejos, actividades sinérgicas, antagonismos y 
producción de hormonas promotoras del crecimiento vegetal. 
4.9. Ensayos con el aislamiento T3A bajo diferentes condiciones 
 
4.9.1. Curva de crecimiento con T3A bajo diferentes fuentes de 
fósforo insoluble 
De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento T3A fue el que presentó una 
actividad significativa en la solubilización de Ca3(PO4)2 y AlPO4, por lo que fue 
seleccionado para ensayos posteriores. 
En las figuras 15,16 y 17, se encuentra el comportamiento que presentó el aislamiento 
T3A bajo tres fuentes de fósforo insoluble (fosfato tricálcico (Ca3(PO4)2), fosfato de 
aluminio (AlPO4) y roca fosfórica), evaluadas durante seis días. 
 
Figura 15. Comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato tricálcico (Ca3(PO4)2) como fuente de 
fósforo insoluble. El eje X representa el tiempo de evaluación (6 días). El eje Y izquierdo 
representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
) y el pH. El eje Y derecho representa la 
cantidad de biomasa producida (g·L
-1
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Los resultados obtenidos durante la curva de crecimiento del aislamiento T3A bajo 
Ca3(PO4)2 mostraron que el fósforo soluble alcanza un valor máximo de 122,9 mgP·L
-1 en 
el cuarto día de cultivo, donde se presentó el valor más bajo de pH (4,05), lo cual puede 
indicar que hay una alta presencia de ácidos orgánicos que contribuye a liberar el fósforo 
de la fuente inorgánica no soluble. Adicionalmente, el comportamiento de la glucosa 
apoya este hecho porque presenta una disminución rápida (8,22 a 3,21 g·L-1) durante los 
primeros cuatro días y luego decrece lentamente, esto sugiere que la glucosa, en los 
primeros días de la fermentación, se orienta a la liberación de ácidos orgánicos en el 
medio de cultivo además de la formación de biomasa. A partir del cuarto día se presenta 
la disminución de la cantidad de fósforo soluble (78,7 mgP·L-1) y se da un aumento 
significativo en la biomasa (1,2 a 2,2 g·L-1), explicado porque el microorganismo en fase 
exponencial tiene todos los nutrientes necesarios para la producción de biomasa y llega a 
un punto donde supera la limitante de nutrientes (en este caso el fósforo) de los días 
anteriores, así mismo es posible inferir que los excesos de nutrientes como fosfatos 
puedan ser acumulados en la biomasa (Franco, 2008; Hamdali et al., 2010; Chaudhry y 
Nautiyal, 2011).  
Los resultados del comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato de aluminio se 
encuentran a continuación en la figura 16.  
 
Figura 16. Comportamiento del aislamiento T3A bajo fosfato de aluminio (AlPO4) como fuente de 
fósforo insoluble. El eje X representa el tiempo de evaluación (6 días). El eje Y izquierdo 
representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
) y el pH. El eje Y derecho representa la 
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Para este caso se puede observar de manera general, que la cantidad máxima de fósforo 
soluble liberado (14 mgP·L-1) y la concentración de biomasa (0.98 g·L-1) fueron inferiores 
al ensayo con Ca3(PO4)2, así mismo el consumo de glucosa por parte del 
microorganismos fue más lento. Los valores de pH fueron inferiores con fosfato de 
aluminio descendiendo hasta 2,3 y 2,5, lo que seguramente se debe a la liberación de 
acídos orgánicos por los microorganismos y a la liberación de iones Al+3 debido a la 
reologia y solubilización del bioproceso, lo que acidifico el medio de manera mas 
significativa que con Ca3(PO4)2. Con respecto al cinetica del pH, se observa que existe un 
periodo de tiempo en el cual aunque hay bajos valores de pH no se producen cantidades 
de fósforo soluble; a medida que se observa el aumento del consumo de glucosa, de 
forma paralela aumentan las concentraciones de fósforo soluble, indicando una relación 
directamente proporcional como consecuencia de la liberación de los ácidos orgánicos 
sintetizados. Se observó una tasa de crecimiento menor en el aislamiento T3A. Este 
hecho sugiere nuevamente que la solubilización del fosfato de aluminio es más difícil 
debido a la estabilidad del complejo y que este elemento puede ser tóxico para el 
crecimiento del microorganismo afectando la solubilización (Whitelaw, 1999; Oliveira et 
al., 2009).  
La figura 17 expone el comportamiento del aislamiento T3A usando como fuente de 




Figura 17. Comportamiento del aislamiento T3A bajo roca fosfórica (0,5 g·L
-1
) como fuente de 
fósforo insoluble. El eje X representa el tiempo de evaluación (6 días). El eje Y izquierdo 
representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
) y el pH. El eje Y derecho representa la 
cantidad de biomasa producida (g·L
-1




Los resultados observados durante el comportamiento del aislamiento T3A bajo esta 
fuente muestran que el valor máximo de fósforo soluble fue obtenido al día 4 de 
crecimiento alcanzando una concentración de 19,6 mgP·L-1, estos resultados 
demostraron la presencia de actinobacterias solubilizadoras de roca fosfórica y son 
comparables con lo reportado por Hamdali y colaboradores (2008), que investigaron la 
solubilización de diferentes tipos de rocas fosfóricas en aislamientos de Streptomyces 
spp., los cuales liberaban cantidades de fósforo soluble en un rango de 8,34 a 29,67 
mgP·L-1, contrario a lo encontrado por los autores, en este trabajo se observó la 
acidificación del medio, producto de la liberación de ácidos orgánicos por el consumo del 
sustrato, esto indica que posiblemente sea el mecanismo de solubilización que se esté 
llevando a cabo para solubilizar roca fosfórica. Los resultados que usan como fuente de 
P rocas fosfóricas pueden variar con el tipo de roca fosfórica debido a que las rocas 
fosfóricas son una fuente de P compleja que tiene formas solubles e insolubles lo que en 
las evaluaciones in vitro puede sobrestimar o variar los porcentajes de solubilización 
generados por los microorganismos. Un análisis de la roca fosfórica usada en este 
trabajo reveló 83.033 mg/kg de P total y 3.529 mg/kg de P disponible, lo cual evidencia 
que la roca fosfórica presenta fracciones de fosfatos solubles, alterando los resultados de 
solubilización entre rocas fosfóricas de diferente procedencia (Ingeominas, 2005). Los 
valores altos de este elemento pueden estar disponibles en el medio o ser almacenados 
Comportamiento T3A bajo Roca fosfórica
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por el aislamiento T3A en forma de polifosfatos, de igual manera el estado fisiológico de 
la cepa, las condiciones de cultivo y otros minerales presentes en la roca pueden variar 
los resultados  de solubilización. Paralelo a esto se presume que el consumo de glucosa 
no pudo ser determinado de manera muy precisa debido a silicatos, u otro tipo de 
compuestos dentro de la composición de la roca fosfórica, los cuales pueden interferir en 
la medición de azúcares reductores (Dighe et al., 1985; Schneider et al., 2010).  
 
 
4.9.2. Cuantificación del fósforo soluble en aislamiento T3A bajo 
diferentes pHs iniciales.  
 
La actividad solubilizadora de fósforo para el aislamiento T3A fue evaluada bajo 
diferentes condiciones de pH (4, 5, 6 y 8) para inicio del bioproceso, los resultados se 
encuentran a continuación: 
 
Figura 18. Cuantificación de fósforo soluble evaluando diferentes pH con fosfato tricálcico 
(Ca3(PO4)2= 5 g·L
-1
) como fuente insoluble de fósforo. El eje X representa el valor del pH evaluado 
(4, 5, 6 y 8). El eje Y representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
). Resultados con 
letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al análisis Kruskal-wallis. 
 
Los resultados observados en la figura 18 revelan que la solubilización de fosfato 
tricálcico en pH 4 se ve afectada negativamente en comparación con los otros pH 
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evaluados, esto se debe posiblemente porque al adicionarse ácido para ajustar el pH del 
medio, este ácido puede estar llevando a cabo el proceso de solubilización, por tal motivo 
al inocular el microorganismo no hay formas insolubles de fósforo para que desarrolle su 
actividad, por el contrario es posible que el aislamiento T3A haga uso de este para su 
crecimiento. Estos resultados no concordaron con lo encontrado por Park y 
colaboradores (2011), los cuales evaluaron la actividad solubilizadora de fósforo de 
Burkholderia cepacia bajo diferentes condiciones de estrés dentro de estas el pH, 
encontrando que este microorganismo es capaz de solubilizar fósforo en un rango de pH 
de 2 a 11. Este hecho también permitió evidenciar que no solo es necesario un descenso 
de pH para liberar formas solubles de fósforo sino la presencia de ácidos orgánicos 
producidos por los microorganismos y que su alcance de solubilización depende del tipo 
de ácido orgánico (Liu et al., 2001; Park et al., 2011). Cabe resaltar que la fisiología del 
microorganismo es un factor limitante en cualquier tipo de evaluación de inducción de 
una actividad específica. Adicional a esto, es posible observar que el aislamiento T3A 
continua presentando una buena actividad solubilizadora de fósforo en los otros pH 
evaluados (5, 6 y 8), siendo esta una característica importante, teniendo en cuenta que 
muchos de los suelos de uso agrícola del país presentan pH ácido y algunos cercano a 8 
(Burbano, 2010). 
 
Figura 19. Cuantificación de fósforo soluble evaluando diferentes pH con fosfato de aluminio 
(AlPO4= 1g·L
-1
) como fuente insoluble de fósforo. El eje X representa el valor del pH evaluado (4, 
5, 6 y 8). El eje Y representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
). Resultados con 
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En la figura 19 se observa que a pH 4 y 5 se favorece la solubilización de fosfato de 
aluminio, no obstante las concentraciones alcanzadas fueron bajas (0,72 y 1,36 mgP·L-1 
respectivamente), esto se debe probablemente a que los fosfatos de aluminio en 
soluciones acuosas presentan una solubilidad mínima a pH altos, así que cuando los pH 
decrecen la solubilidad del fósforo tiende a incrementar, facilitando la disponibilidad del 
compuesto para que el microorganismo libere las formas disponibles (Whitelaw, 1999; 
Sayed et al., 2000). Sin embargo, esta condición de ensayo in vitro puede generar 
resultados diferentes en evaluaciones in vivo, debido a que el fósforo se encuentra en 
una matriz diferente, lo que influye en su movilidad generándose otros procesos como 
inmovilización, adsorción o precipitación.  
 
 
Figura 20. Cuantificación de fósforo soluble evaluando diferentes pH con roca fosfórica (0,5 g·L
-1
) 
como fuente insoluble de fósforo. El eje X representa el valor del pH evaluado (4, 5, 6 y 8). El eje 
Y representa la cantidad de fósforo soluble liberado (mg·L
-1
). Resultados con letras distintas son 
significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA). 
 
En la figura 20 se observa una disminución en las cantidades de fósforo soluble liberado 
a partir de roca fosfórica cuando el aislamiento se encuentra en pH 4, estos resultados 
presentan una tendencia similar a la investigación realizada por Vyas et al. (2007), los 
cuales evaluaron la solubilización de roca fosfórica en Eupenicillium parvum, 
demostrando que a medida que el microorganismo se somete a una condición de estrés 
(en este caso pH bajo), se reduce la actividad solubilizadora de fósforo; caso típico en 
hongos, microorganismos que metabólicamente tienen un comportamiento metabólico 
similar a las actinobacterias. Adicional a esto, las diferencias presentadas en los 
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resultados de esta figura con la investigación mencionada pueden atribuirse a las 
características, composición y diversas formas de fósforo (solubles e insolubles) que 
pueden presentar las rocas fosfóricas como se mencionó previamente, teniendo en 
cuenta que al variar el pH estas pueden reaccionar de forma diferente influyendo en la 
solubilidad (Salas et al.,  2006; Welch et al., 2010). Dado que las características de las 
rocas fosfóricas pueden variar dependiendo su tipo, no es claro en que pH se puede 
establecer la mejor actividad solubilizadora de fósforo, sin embargo los resultados 
obtenidos demuestran la eficiencia del aislamiento T3A para actuar sobre enmiendas de 
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5.1. Caracterización fenotípica de las actinobacterias aisladas 
5.1.1. Caracterización macroscópica. 
 
A partir de los aislamientos puros, se observaron las características de las colonias a 
nivel macroscópico, teniendo en cuenta el color del anverso y del reverso, presencia de 
pigmentos y textura de la colonia (Shirling y Gottlib, 1966; Labeda, 1987).  
 
5.1.2. Caracterización microscópica. 
 
Los diferentes aislamientos de actinobacterias se sembraron de forma masiva en medio 
sólido avena suplementado con nistatina al 1%. Posteriormente, se realizó la 
caracterización microscópica, haciendo el montaje en una lámina y observando sus 
características con la coloración de Gram (organización de los filamentos, forma de 
producción de propágulos y tipo y número de ramificaciones). De igual manera, a partir 
de un cultivo puro, en el medio sólido se introdujeron laminillas estériles con una 
inclinación de 45° con respecto a la superficie del agar. Las cajas se incubaron a 23°C 
durante 15 días, posteriormente se tomaron las laminillas y se colocaron sobre una 
lámina portaobjetos con el colorante cristal-violeta para la observación al microscopio del 
micelio y propágulos formados (Shirling y Gottlieb, 1972; Franco-Correa et al., 2008). 
 
5.1.3. Conservación de los aislamientos. 
 
Para la conservación de los microorganismos, se preparó solución salina al 0.85% con 
glicerol al 20%, como medio de almacenamiento, adicionando 1 ml  de esta solución en 
tubos de 1,5 ml secos y estériles; cada uno de los aislamientos se adicionó a los 
crioviales en forma de discos de 5 mm de diámetro, depositando 5 discos por vial. 
Finalmente, se almacenaron los aislamientos a -20°C verificando viabilidad, pureza y 








5.2. Método molecular para la identificación de actinobacterias. 
 
5.2.1. Extracción de ADN 
El ADN se obtuvó según el procedimiento descrito por Kumar y colaboradores (2010), 
con algunas modificaciones. La extracción del ADN se realizó a partir de un inóculo de 
biomasa de cultivo puro homogenizado en 15 ml de TE 1X (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; pH 
8). 500 µl de la biomasa fueron lisados por adición de lisozima (20 mg/ml) e incubados a 
37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se adicionó SDS al 1% (p/v) y proteinasa K 
(0.1 mg/ml) e incubó nuevamente a 55°C por 30 minutos. Luego de la lisis celular el ADN 
fue extraído por la adición de 1 vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1); 
cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) (v/v) y precipitado con 2.5 volúmenes de etanol puro. 
El primer paso de extracción, fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) fue repetido 
las veces que se consideró necesario. Finalmente, la madeja de ADN obtenida se lavó 
con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendió en 50 µl de H2O destilada grado molecular. 
La concentración de ADN se determinó por espectrofotometría de U.V a 260 nm, 
teniendo en cuenta que una unidad de densidad óptica (DO) a 260 nm equivale a 50 
µg/ml de ADN de doble cadena (Sambrook y Russell, 2001). 
5.2.2. PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) de los genes ADNr 16S 
 
Haciendo uso de los oligonucleótidos fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y rP2 (5’-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) reportados por Weisburg et al. (1991) se amplificó un 
fragmento de aproximadamente 1.400 pb correspondiente a los genes codificantes para 
el ADNr 16S.  
La reacción de amplificación fue hecha a volumen final de 25 µL conteniendo 
aproximadamente 150 ng de ADN genómico, 1X de buffer de reacción (10 mM Tris-HCl 
pH 9.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 1,5 mM de MgCl2, 200 µM de cada dNTPs, 20 
pMol de cada oligonucleótido y 2.6 unidades de la Taq ADN polimerasa “expand high 
fidelity enzyme” (Roche®). El perfil de amplificación consistió de una denaturación inicial 
a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos: a 95ºC por 45 segundos, 58ºC por 45 
segundos y 72ºC por 2 minutos. Finalmente una extensión a 72ºC por 10 minutos. Los 
fragmentos obtenidos para todas las PCR fueron visualizados mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 0.8 % (p/v) teñido con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Sambrook y 
Russell, 2001). Los fragmentos amplificados de aproximadamente 1.400 pb fueron 
cortados del gel y purificados haciendo uso del estuche comercial  Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System  (Promega). 
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5.2.3. Secuenciación de los genes ADNr 16s y análisis “in silico” 
 
Los fragmentos amplificados por PCR y purificados, fueron secuenciados en ambas 
direcciones por el método de Sanger (Sanger et al., 1977). Para la reacción de 
secuenciación se usaron los iniciadores fD1 y rP2. 
Los análisis de la secuencia de nucleótidos fueron realizados usando la base de datos de 
GenBank y las aplicaciones de la base de datos de San Diego Supercomputer Center, 
workbench (http://workbench.sdsc.edu). Los análisis filogenéticos fueron realizados 
haciendo uso del programa MEGA versión 4.0 (Tamura et al., 2007), por el método de 
Neighbor-Joining, con valores bootstrap obtenidos a partir de 1.000 pseudorréplicas y 
usando como modelo de sustitución distancia-p (Nei & Kumar, 2000). 
 
Resultados y discusión  
 
5.3. Caracterización morfológica de actinobacterias 
 
Durante los procesos de aislamiento y purificación, los 57 aislamientos obtenidos fueron 
caracterizados macroscópica y microscópicamente sobre cultivos maduros (no todos los 
aislamientos tenían los mismos periodos de incubación). La caracterización morfológica 
permitió realizar la descripción de cada una de las actinobacterias aisladas. 
Macroscópicamente fue posible identificar colonias puntiformes, secas, fuertemente 
adheridas al sustrato y de consistencia firme en sus primeros días de desarrollo (3-5 días 
dependiendo del aislamiento), posteriormente se diferenciaban colonias con textura 
pulverulenta en su gran mayoría, de color gris o blanco, pasando por el crema a violeta 
con periferia blanca. En algunas ocasiones se observó la presencia de pigmentos 
difusibles de tipo melanoide o color amarillo que con el tiempo se tornaba rojo. 
Finalmente cabe resaltar el olor a suelo húmedo, característica representativa de éste 
grupo de microorganismos por la producción de geosmina (Shirling y Gottlieb, 1966). 
 
Con la caracterización microscópica se confirmó que las actinobacterias aisladas eran 
Gram positivas, presentaban filamentos delgados, ramificados (verticiliados) o tortuosos, 
en algunas ocasiones se fragmentaban en unidades más pequeñas cocoides y bacilares, 
algunas de estas en formación de espiral, rectiflexible o retinaculiaperti, al igual que 
presencia de conidios simples, dobles u organizados en cadenas cortas o largas. Las 
estructuras de las  actinobacterias son delicadas motivo por el cual se deben realizar 
montajes detallados y cuidadosos para poder lograr una adecuada identificación de 
familias, géneros o especies. Así mismo, es importante realizar caracterizaciones e 
identificaciones morfológicas a nivel microscópico (100x a 800x) para facilitar el conteo 
de cadenas de conidias o determinar movilidad en dichos propágulos; igualmente la 
siembra en otros medios de cultivo como agar extracto de malta o levadura, agar sales 
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inorgánicas-almidón o agar almidón asparagina, estimulan una alta producción de 
conidias o permiten la identificación de otro tipo de estructuras como esporangios, 
meroesporangios o esclerocios lo que facilita la identificación de géneros poco frecuentes 
como Streptosporangium, Intrasporangium, Chainia entre otros (Shirling y Gottlieb, 1966; 
Shirling y Gottlieb, 1972; Labeda, 1990).  
El anexo H presenta de manera resumida caracteres morfológicos macroscópicos y 
microscópicos de los 57 aislamientos de cada una de las localidades. Estos resultados 
presentan caracteres morfológicos propios de actinobacterias, sin embargo la 
identificación a nivel de género o familia con este mínimo de caracteres no es sencilla de 
realizar. Para algunos de los aislamientos se sugiere de manera preliminar el género 
Streptomyces sp., para otros no fue posible llegar a género. El género Streptomyces se 
reconoce por la producción de cadenas de conidios en el micelio aéreo y la formación de 
espirales, existen otros géneros de actinobacterias con cadenas de conidios como 
Actinomadura, Nocardia, Pseudonocardia, Actinopolyspora, Amycolata y Kitasatoespora, 
por lo cual la diferenciación entre estos géneros debe ser realizada de manera muy 
minuciosa o con la ayuda de otras herramientas de identificación. El uso de las técnicas 
cromatográficas permite la diferenciación de quimiotipos de la pared celular, ya que 
difieren en la mayoría de estos géneros lo cual es una de las aproximaciones más 
sencillas. Adicional a esto la diferenciación, comparación e identificación de los 
aislamientos puede ser complementada por medio de pruebas bioquímicas de 
asimilación de carbohidratos según lo sugerido por Shirling y Gottlieb (1966) y lo 
realizado por Franco-Correa (2008). 
Diferentes autores sugieren que la clasificación taxonómica, a nivel de género y especie, 
de las actinobacterias debe realizarse mediante una aproximación polifásica (Labeda, 
1990; Groth et al., 2003; Bouizgarne et al., 2009; Kiranmayi et al., 2012; Zucchi et al., 
2012; Gao y Gupta, 2012), la cual debe involucrar diversas características fenotípicas 
(bioquímicas y morfológicas) y genotípicas. Al respecto, los análisis de los genes ADNr 
16s nos permitieron identificar los tres géneros (Streptomyces, Kitasatospora y 
Streptacidiphilus) de la familia Streptomycetaceae. Sumando a la identificación fenotípica 
(características macro y microscópicas) de los aislamientos estudiados, se encontró que 
macroscópicamente todos tienen una textura seca y pulverulenta, rasgo característico de 
las actinobacterias (anexo H). Adicionalmente, se observaron diversas coloraciones, 
desde blancas (T1B, T3B, P2R, L4C y M2A), grises intenso o claro (T3A, T3C, T3D, L3A 
P3E, F2A), beige (F1A, F2C), azul verdoso (V1B) y rosadas (V2B y V1E), además 
producción de pigmentos difusibles (F1A, F2C). En cuanto a las características 
microscópicas para muchos de los aislamientos se encontraron los caracteres típicos del 
generó Streptomyces, es decir gran cantidad de conidios esféricos u ovalados en cadena 
generados a partir de las hifas fragmentadas de micelio aéreo, todo lo anterior reforzando 
que los aislamientos evaluados corresponden al grupo de las actinobacterias. Es 
importante resaltar que la gran variabilidad fenotípica del grupo justifica la aproximación 
molecular a la identificación de los diferentes géneros; de hecho Gao y Gupta (2012) 
proponen el uso de delecciones o inserciones conservadas (denominadas CSIs 
“conserved signature indels”) o firmas de proteínas conservadas (denominadas CSPs 
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“conserved signature proteins”) como una nueva herramienta para la clasificación 
taxonómica a diferentes niveles dentro del phylum.   
5.4. Identificación molecular de las actinobacterias con mejor actividad 
solubilizadora de fosforo 
 
Teniendo en cuenta los resultados de la caracterización fenotípica y los mejores 
aislamientos con capacidad solubilizadora de fósforo (Figura 14), se escogieron algunos 
aislados representativos de cada localidad, para su identificación molecular.  
Para la localidad de Tota se identificaron los aislados: T1B, T1C, T3A, T1J, T1H, T3B, 
T3C, T3D; para Paipa: P2R, P3E, P5D; para Fusagasugá: F1A, F2A, F2C; para La Vega: 
L3A, L4C; Villeta: V1B, V1E, V2B y Maní: M2A (anexo H). Para cada uno de estos 
aislados, una vez realizada la caracterización morfológica, se realizó la extracción del 
ADN, posterior amplificación de los genes ADNr 16s y secuenciación de los fragmentos 
obtenidos.  
Análisis Blastn de los oligonucleótidos fD1 y rP2 mostró que estos anillan en los genes 
ADNr 16S de bacterias Gram negativas, de acuerdo con lo inicialmente reportado por 
Weisburg et al. (1991) y Chung et al. (2005). Adicionalmente, el mismo análisis para las 
secuencias del ADNr 16S reportadas para el género Streptomyces sp. mostró que dichos 
oligonucleótidos también anillan en varias especies del género y producen un fragmento 
de aproximadamente 1.400 a 1.540 pb, dependiendo de la especie. Con esta evidencia 
se decidió usar el juego de oligonucleótidos fD1 y rP2 para amplificar los genes ADNr 
16S de los aislamientos anteriormente mencionados.  
Las condiciones de reacción y programa de PCR fueron ajustadas a las reportadas por 
Chung et al. (2005). La figura 21 muestra la banda de amplificación obtenida para 
algunos de los aislados. Es importante anotar que de las 20 muestras seleccionadas, los 
aislamientos T1J, T1H y P5D no pudieron ser amplificados. Varios autores proponen que 
la presencia de inhibidores de la PCR, en el caso de las actinobacterias, a causa de 
metabolitos secundarios (la producción de pigmentos, por ejemplo) (Farris y Olson, 2007; 
Mangamuri, 2012) dificultan los procedimientos moleculares. Actualmente se están 
evaluando modificaciones al protocolo de extracción de ADN, con el objetivo de lograr 




Figura 21. PCR usando los oligonucleótidos fD1-rP2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
teñido con bromuro de etidio conteniendo 10 µl del producto de amplificación del ADN de T1B (1); 
T1C (2), T3A (3); T3B (4); T3C (5); T3D (6); P2R (7); F1A (8); P5D (9); F2A (10) y L3A (11); 
Control de la reacción (12). Se usó Hyperladder II (Bioline) como marcador de peso molecular 
cuyos pesos se indican a la derecha (13). El fragmento obtenido se indica a la izquierda.  
 
Luego de verificar la amplificación de cada uno de los aislados, el ADN se amplificó de 
manera individual (Figura 22) y el producto obtenido se cortó del gel y purificó haciendo 
uso del estuche comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). El 
producto purificado fue enviado a secuenciar.  
 
Figura 22. PCR usando los oligonucleótidos fD1-rP2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
teñido con bromuro de etidio conteniendo 100 µl del producto de amplificación del ADN de T3A 
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(1). Se usó Hyperladder II (Bioline) como marcador de peso molecular cuyos pesos se indican a 
la derecha (2). El fragmento obtenido se indica a la izquierda.  
 
Ambas hebras de la cadena del ADN fueron secuenciadas. Los resultados de una de las 
secuencias obtenidas se muestran en la figura 23. Todas las secuencias fueron 
reportadas en la base de datos de GenBank (Tabla 2). 
        1 gtcgaacgat gaagcccttc ggggtggatt agtggcgaac gggtgagtaa cacgtgggca 
       61 atctgccctt cactctggga caagccctgg aaacggggtc taataccgga taacactctg 
      121 tcccgcatgg gacggggttg aaagctccgg cggtgaagga tgagcccgcg gcctatcagc 
      181 ttgttggtgg ggtgatggcc taccaaggcg acgacgggta gccggcctga gagggcgacc 
      241 ggccacactg ggactgagac acggcccaga ctcctacggg aggcagcagt ggggaatatt 
      301 gcacaatggg cgaaagcctg atgcagcgac gccgcgtgag ggatgacggc cttcgggttg 
      361 taaacctctt tcagcaggga agaagcgaga gtgacggtac ctgcagaaga agcgccggct 
      421 aactacgtgc cagcagccgc ggtaatacgt agggcgcaag cgttgtccgg aattattggg 
      481 cgtaaagagc tcgtaggcgg cttgtcacgt cggatgtgaa agcccggggc ttaaccccgg 
      541 gtctgcattc gatacgggca ggctagagtg tggtagggga gatcggaatt cctggtgtag 
      601 cggtgaaatg cgcagatatc aggaggaaca ccggtggcga aggcggatct ctgggccatt 
      661 actgacgctg aggagcgaaa gcgtggggag cgaacaggat tagataccct ggtagtccac 
      721 gccgtaaacg ttgggaacta ggtgttggcg acattccacg tcgtcggtgc cgcagctaac 
      781 gcattaagtt ccccgcctgg ggagtacggc cgcaaggcta aaactcaaag gaattgacgg 
      841 gggcccgcac aagcagcgga gcatgtggct taattcgacg caacgcgaag aaccttacca 
      901 aggcttgaca tacaccggaa agcatcagag atggtgcccc ccttgtggtc ggtgtacagg 
      961 tggtgcatgg ctgtcgtcag ctcgtgtcgt gagatgttgg gttaagtccc gcaacgagcg 
     1021 caacccttgt tctgtgttgc cagcatgccc ttcggggtga tggggactca caggagactg 
     1081 ccggggtcaa ctcggaggaa ggtggggacg acgtcaagtc atcatgcccc ttatgtcttg 
     1141 ggctgcacac gtgctacaat ggccggtaca atgagctgcg atgccgcgag gcggagcgaa 
     1201 tctcaaaaag ccggtctcag ttcggattgg ggtctgcaac tcgaccccat gaagtcggag 
     1261 ttgctagtaa tcgcagatca gcattgctgc ggtgaatacg ttcccgggcc ttgtacacac 
     1321 cgcccgtcac gtcacgaaag tcggtaacac ccgaagccgg tggcccaa 
F     Figura 23.  Secuencia de nucleótidos amplificada de los genes ADNr 16s del aislado T3A. Número de  














T1B JX312298.1 1372 Streptomyces 
T1C JX312308.1 1362 Streptomyces 
T3A JX312299.1 1368 Streptomyces 
T3B JX312300.1 1368 Streptomyces 
T3C JX312301.1 1370 Streptomyces 
T3D JX312302.1 1344 Streptomyces 
P2R JX312312.1 1361 Streptomyces 
P3E JX312307.1 1372 Streptomyces 
F1A JX312309.1 1374 Streptomyces 
F2A JX312304.1 1371 Streptomyces 
F2C JX312305.1 1364 Streptomyces 
L3A JX312311.1 1355 Kitasatospora 
L4C JX312317.1 1366 Streptomyces 
V1B JX312313.1 1382 Streptomyces 
V1E JX312314.1 1362 Streptomyces 
V2B JX312306.1 1361 Streptomyces 
M2A JX312303.1 1364 Streptacidiphilus 
 
Tabla 2.  Aislamientos identificados molecularmente. ID del aislamiento, Número de acceso en 
Genbank, tamaño de fragmento secuenciado y género del aislamiento. 
 
El Análisis Blastn de las 17 secuencias obtenidas mostró que 15 aislamientos 
correspondían al género Streptomyces sp. (T1B, T1C, T3A, T3B, T3C, T3D, P2R, P3E, 
F1A, F2A, F2C, L4C, V1B, V1E y V2B), uno al género Kitasatospora sp. (L3A) y el 
restante al género Streptacidiphilus sp. (M2A) (Tabla 2). Estos resultados fueron 
corroborados mediante reconstrucción filogenética (Figura 24). La caracterización 
fenotípica realizada en este trabajo permite corroborar que se está trabajando con 
actinobacterias y en la gran mayoría de ocasiones establecer cuando son diferentes 
especímenes e identificar como Streptomyces algunos especímenes, sin embargo es 
importante resaltar que la identificación de otras familias, géneros y especies por medio 
de caracteres fenotípicos es dispendiosa de realizar.  
Debe tenerse en cuenta que mediante una aproximación molecular solo es posible 
identificar a nivel de género, por lo cual se recomienda realizar una aproximación 
polifásica que complemente la identificación de estos aislados, lo que no solo permitiría 
definir a nivel de especie, sino que podría contribuir con la identificación de aislamientos 
novedosos (Groth et al., 2003; Bouizgarne et al., 2009; Kiranmayi et al., 2012; Zucchi et 
al., 2012). 
La actinobacteria prevalente en los aislamientos analizados fue Streptomyces, género de 
más fácil aislamiento, por la gran capacidad adaptativa a diferentes fuentes nutricionales, 
lo cual se relaciona con su alta densidad poblacional en diferentes tipos de suelos 
representando del 1 al 20% del total de los recuentos de células viables (Schrempf, 
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2008); adicionalmente el aislamiento en medios orgánicos sencillos denominados ISP 
(International Streptomyces project) favorecen la presencia de las especies de 
Streptomyces frente a otros géneros de actinobacterias, consecuencia de la secreción de 
una diversidad de enzimas hidrolíticas. Este hecho no sucede en medios de cultivo con 
fuentes complejas a nivel estructural (quitina, hidrolizado de pelo y ácido húmico) las 
cuales estimulan el crecimiento de actinobacterias con tasas de crecimiento más lento, 















Figura 24. Árbol filogenético del gen ADNr 16S con aislamientos de las localidades de Tota 
(Rombos amarillo), Paipa (Rombos verde), Fusagasugá (Rombos rojos), La Vega (Rombos 
morados), Villeta (Rombos azul oscuro) Maní (Rombos azul claro), Controles MCR24 y MCR26 
(Rombos grises). Los números de acceso en el GenBank se presentan antes del nombre del 
aislamiento.  
 
 JX312307.1 Streptomyces sp. P3E
 JQ768264.1 Streptomyces costaricanus strain NA13
 JQ768261.1 Streptomyces costaricanus strain NA9
 JN869290.1 Streptomyces misionensis strain PESB 25
 AB184533.1 Streptomyces misawanensis strain NBRC 13855
 AB245393.1 Streptomyces ginsengisoli strain Gsoil 025
 JX312312.1 Streptomyces sp. P2R
 JF922881.1 Streptomyces sp. LCB 0297
 HM149781.1 Streptomyces chartreusis strain L1105
 JX312313.1 Streptomyces sp. V1B
 AF346477.1 Streptomyces tumescens strain B-9-1
 AF346485.1 Streptomyces tumescens strain OTP-4-2
 AF346483.1 Streptomyces tumescens strain Km-2-1
 AB184559.2 Streptomyces sviceus strain NBRC 13980
 JX312302.1 Streptomyces sp. T3D
 FJ883745.1 Streptomyces ciscaucasicus strain cfcc3135
 HQ850405.1 Streptomyces canus strain S02
 EU841585.1 Streptomyces ciscaucasicus strain HBUM83169
 AB184118.1 Streptomyces canus strain NBRC 12752
 JX312308.1 Streptomyces sp. T1C
 FJ532459.1 Streptomyces olivochromogenes strain HBUM175138
 JX312315.1 Streptomyces sp. MCR26
 FJ547109.1 Streptomyces olivochromogenes strain HBUM175155
 AB184737.1 Streptomyces olivochromogenes strain NBRC 3178
 JX312298.1 Streptomyces sp. T1B 
 JX312300.1 Streptomyces sp. T3B
 EU367973.1 Streptomyces olivochromogenes strain 20-3
 JX312304.1 Streptomyces sp. F2A
 EF371431.1 Streptomyces mirabilis strain 3662
 AY999730.1 Streptomyces mirabilis strain DSM 40553
 FJ532414.1 Streptomyces aureus strain HBUM175128
 FJ481072.1 Streptomyces aureus strain xsd08156
 JX312309.1 Streptomyces sp. F1A
 EF178698.1 Streptomyces caeruleus strain NRRL 2449
 AB249944.1 Streptomyces laceyi strain NBRC 100783
 FJ872524.1 Streptomyces sp. DSM 21069
 Y10843.1 Streptomyces sp. strain C7655
 JX312305.1 Streptomyces sp. F2C
 EU285474.1 Streptomyces xanthophaeus strain XSD-129
 JX312306.1 Streptomyces sp. V2B
 AB184485.1 Streptomyces nojiriensis strain NBRC 13794
 JX312314.1 Streptomyces sp. V1E
 JN999915.1 Streptomyces virginiae strain GZGL13
 JN862834.1 Streptomyces spororaveus strain F18
 FJ517747.1 Streptomyces lavendulae strain 7-1
 11370829 Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 
 JX312316.1 Streptomyces sp. MCR24
 JQ924406.1 Streptomyces praecox strain CGMCC 4.1782 clone 5
 FJ486450.1 Streptomyces anulatus strain HBUM174577
 FJ486374.1 Streptomyces pulveraceus strain HBUM174547
 JX312299.1 Streptomyces sp. T3A
 JX312301.1 Streptomyces sp. T3C 
 AB184691.1 Streptomyces naraensis strain NBRC 15618
 AB184391.2 Streptomyces naraensis NBRC 13421
 AB184808.1 Streptomyces pulveraceus NBRC 3857
 AB184460.2 Streptomyces nigrogriseolus strain NBRC 13679
 AB184477.1 Streptomyces aburaviensis subsp. tuftformis strain NBRC 13781
 JX312317.1 Streptomyces sp. L4C
 JX312303.1 Streptacidiphilus sp. M2A
 AB180760.1 Streptacidiphilus sp. Aac-103
 DQ994689.1 Streptacidiphilus melanogenes strain SB-B34
 AB184596.1 Kitasatospora phosalacinea strain NBRC 14372
 JX312311.1 Kitasatospora sp. L3A
 AY999895.1 Kitasatospora griseola strain AS 4.1869
 AB184620.1 Kitasatospora paracochleata strain NBRC 14769
 AB022871.1 Kitasatospora cochleata
58 IDENTIFICACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS CAUSANTES DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FÓSFORO INORGÁNICO 
SINTETIZADOS POR ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS. 
 
 
Los géneros Kitasatospora y Streptacidiphilus de la familia Streptomycetaceae, los cuales 
constituyen un grupo de organismos estrechamente relacionados, fueron también 
identificados molecularmente, ya que las características morfológicas (resultados 
expuestos anteriormente) no permitieron su diferenciación a género (Kim et al., 2003; 
Cho et al., 2006; Gao y Gupta, 2012). Los tres géneros representantes de esta familia 
colonizan y son abundantes en la población rizosférica de suelos con valores de pH bajos 
y se ha reportado que participan  en la protección y defensa de las plantas contra 
patógenos (Shirokikh et al., 2002; Gardner et al., 2011). Aunque los géneros 
Kitasatospora y Streptacidiphilus son menos reportados, también han sido aislados de la 
rizosfera de plantas y se sabe que pueden tener gran potencial  biotecnológico (Groth et 
al., 2003; Mayilraj et al., 2006; Cho et al., 2008; Oliveira et al., 2009). Estos hechos hacen 
que este grupo de microorganismos puedan ser explotados en procesos de 
biofertilización en suelos colombianos. 
Cho y colaboradores (2006) identificaron igualmente los géneros Streptomyces y 
Streptacidiphilus, a partir de muestras de suelos ácidos. Lo anterior corrobora el hecho 
de haber obtenido los aislamientos L3A (Kitasatospora sp.) y M2A (Streptacidiphilus), al 
observar los valores de pH en los sitios de muestreo (3,4 y 4,6 respectivamente), por lo 
cual no sorprende que este tipo de microorganismos hayan podido ser identificados en 
estas zonas. Esta característica de pertenecer a suelos ácidos puede conferirles una 
ventaja en el diseño de un bioinoculante para suelos colombianos, debido a que la gran 
mayoría de los mismos presentan pH ácidos (Malagon, 2003), por lo cual estos géneros 
tendrían la capacidad adaptativa de colonizar la rizosfera de manera más sencilla. 
Finalmente, vale la pena resaltar la identificación de tres géneros de actinobacterias con 
capacidad de solubilizar fósforo mineral a partir de suelos colombianos. Adicionalmente, 
es el primer reporte de los géneros Kitasatospora y Streptacidiphilus como 
solubilizadores de fosforo (Chen et., 2006; Hamdali et al., 2008a, 2012; El-Tarabily et al., 













6. Capítulo 3: PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS COMO MECANISMO 




6.1. Identificación de ácidos orgánicos liberados por los aislamientos 
 
6.1.1. Identificación de los ácidos orgánicos involucrados en el proceso de 
solubilización mediante cromatografía de capa fina (TLC).  
 
Se adicionaron células de cada uno de los aislamientos (1 x 107 células/ml) a 
erlenmeyers de 100 mL conteniendo medio NBRIP suplementado con fosfato tricálcico y 
fosfato de aluminio, como fuente de fósforo insoluble y se incubaron a 23°C, 120 rpm, 
durante 5 días. Pasado el tiempo de incubación las fermentaciones se centrifugaron 
(3.000 rpm, 5 minutos), se tomó el sobrenadante y se filtró a través de una membrana 
(0,22 μm) eliminando la totalidad de biomasa. 
A partir del sobrenadante, se sirvieron en placas de sílica gel G/UV 254, en banda de 
1cm, 10 μL de la muestra,  se dejó secar y se realizó el corrido con la fase móvil acetona-
agua-cloroformo-etanol-hidróxido de amonio con relaciones 30:2:6:40:22. Posteriormente 
las placas fueron reveladas con una solución que contenía 0,125 mg de rojo de metilo y 
0,125 mg de azul de bromofenol en etanol al 70%, con el fin de detectar ácidos orgánicos 
en luz visible. Para la identificación de  los ácidos orgánicos se tomaron estándares de 
ácido glucónico, ácido cítrico, ácido láctico, ácido málico, ácido succínico y ácido fórmico 
(Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim, Germany). Finalmente, se procedió a 
obtener la relación de frente (Rf) (Ting et al., 1965; Jork 1990; Lee et al, 2001).   
Los filtrados obtenidos (10 μL) junto con soluciones de patrones de ácido glucónico, 
ácido cítrico, ácido láctico, ácido málico, ácido succínico y ácido fórmico (Sigma-Aldrich® 
Chemie GmbH, Steinheim, Germany) se aplicaron sobre cromatoplacas de gel de sílice 
(G/UV 254) en forma de banda (1cm). Las placas fueron eluídas, en una fase móvil 
acetona-agua-cloroformo-etanol-hidróxido de amonio (30:2:6:40:22) y reveladas con 
solución indicadora de rojo de metilo y azul de bromofenol (0,125 mg de cada uno en 
etanol al 70%). La identificación de los ácidos orgánicos se llevó a cabo por comparación 
de los Rf (factores de retención) de éstos con los obtenidos para los patrones (Ting et al., 
1965; Jork, 1990; Lee et al, 2001).   
6.1.2. Identificación de los ácidos orgánicos involucrados en el proceso de 
solubilización mediante Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC).  
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La cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) se llevó a cabo en un equipo 
Shimadzu® con detector de arreglo de diodos SPD-M20A y horno de columna CTO-20ª. 
La separación se realizó en forma isocrática en una columna Phenomenex de referencia  
Rezex™ (250 x 4.6 mm, 8 µm ROA-Organic Acid H+ (8%), modo de separación por 
exclusión iónica) empleando como fase móvil H2SO4 (0.01 N) a una velocidad de flujo de 
0.2 mL/min y temperatura de 30°C. La detección se realizó a una longitud de onda de 
210 nm y el volumen de inyección de los patrones y muestras fue de 20 µL. 
La identificación de los ácidos orgánicos producidos por las actinobacterias se llevó a 
cabo por comparación de los tiempos de retención de estándares de ácidos orgánicos 
con los tiempos de retención de los picos del cromatograma de cada muestra 
proveniente de filtrados de las fermentaciones cuya biomasa había sido eliminada 
previamente. Con el fin de establecer los tiempos de retención y el coeficiente de 
variación de los estándares (evaluando la exactitud y precisión del método), se 
inyectaron cinco repeticiones de una mezcla de ácidos oxálico, cítrico, tartárico, 
succínico, fórmico y acético correspondiente al estándar comercial de Phenomenex. Así 
mismo, se realizó una solución patrón de ácido glucónico (Sigma-Aldrich® Chemie 
GmbH, Steinheim, Germany) para la detección del mismo en las muestras.  
 
Resultados y discusión  
 
6.2. Detección de ácidos orgánicos como mecanismos de solubilización por 
actinobacterias. 
 
Como se ha venido comentando a través de todo el documento, aunque diferentes 
mecanismos de solubilización de fósforo pueden ser llevados a cabo, el principal es a 
través de la producción de ácidos orgánicos. Una disminución del pH en los medios de 
cultivo que contienen fuentes de fósforo insolubles en los ensayos presentados 
anteriormente, sugieren la liberación de estos por parte de los microorganismos. La 
detección e identificación de los ácidos orgánicos presentes en los medios de 
fermentación, con fuentes de fósforo insoluble en cada uno de los aislamientos de 
actinobacterias, se llevó a cabo mediante técnicas cromatográficas en capa delgada y 
HPLC. 
Mediante la cromatografía en capa fina se buscó confirmar la presencia de ácidos 
orgánicos producidos por las actinobacterias en los medios de cultivo. La tabla 3 muestra 
los perfiles cromatográficos obtenidos para el patrón de ácidos glucónico, cítrico, láctico, 
málico, succínico y fórmico, los controles negativos (agua y medio NBRIP sin inocular) y 
muestras correspondientes a los diferentes aislamientos y tratamientos. En el 
cromatograma obtenido, el ácido glucónico se reveló cómo una mancha color azul, 
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mientras que el ácido cítrico, láctico, málico y succínico se evidenciaron como manchas 




Muestra Rf Coloración 
Ácido Glucónico 0,03 Azul cielo 
Ácido Cítrico 0,02 Naranja 
Ácido Láctico 0,34 Naranja 
Ácido Málico 0,16 Naranja 
Ácido Succínico 0,27 Morado 










Tabla 3. Valores de Rf y coloraciones presentadas por estándares de ácidos orgánicos  
 
La evaluación por TLC de los ácidos orgánicos, incluyendo la mezcla del patrón de los 
aislamientos de Tota, se presenta a manera de ejemplo. El ensayo se realizó en medio 
NBRIP con fosfato tricálcico y fosfato de aluminio como fuentes de fósforo insolubles. Los 
resultados se presentan a continuación en las figuras 25 y 26, respetivamente. 
 
Figura 25. Perfil cromatográfico de ácidos orgánicos producidos por los aislamientos de la 
localidad de Tota en medio NBRIP con fosfato tricálcico. 
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Figura 26: Perfil cromatográfico de ácidos orgánicos producidos por los aislamientos de la 
localidad de Tota en medio NBRIP con fosfato de aluminio.  
 
Como se puede apreciar en las figuras 25 y 26 a manera de ejemplo y comparando con 
los estándares de ácidos orgánicos, la presencia de éstos no pudo ser detectada en 
ninguno de los aislamientos de las localidades para las dos fuentes de fósforo insoluble. 
Lo anterior puede ser atribuido a las bajas concentraciones en las que deben estar 
presentes los ácidos en los medios de cultivo, por lo que es recomendable concentrar las 
muestras para posteriores ensayos (Lee et al., 2001). En consecuencia, se decidió 
evaluar el límite de detección de los ácidos orgánicos bajo esta metodología (datos no 
mostrados) encontrando que es posible que los ácidos orgánicos presentes en las 
muestras se encuentren en concentraciones menores a 10 mg·L-1. 
Según varios reportes la presencia de ácidos orgánicos ha sido detectada en su mayoría 
mediante cromatografía de alta eficiencia (HPLC) (Park et al., 2011; Scervino et al., 2010) 
incluso se han identificado mediante cromatografía de gases (Vásquez et al., 2002). Sin 
embargo, pocos son los reportes de la detección en papel o mediante TLC (Pérez et al., 
2007) de acuerdo a esto, Kraiker (1973) menciona que la separación de los ácidos 
orgánicos presentes en mezclas, difícilmente puede ser llevada a cabo, por lo anterior se 
recomienda que para posteriores ensayos los ácidos orgánicos sean identificados por 
HPLC.  
La técnica cromatografía de HPLC es más sensible y al realizarla se logró llevar a cabo la 








Figura 27. (A) Perfil cromatográfico para los estándares de ácidos orgánicos: 1. ácido oxálico 
(7,15 minutos), 2. ácido cítrico (9,02 minutos) 3. ácido tartárico (9,49 minutos), 4. ácido glucónico 
(9,62 minutos), 5. Ácido succínico (12,94 minutos), 6. Ácido fórmico (14,45 minutos), 7. Ácido 
acético (15,71 minutos). * desconocido. (B) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con 
Ca3(PO4)2 5 g · L
-1
 como fuente de fósforo. (C) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con 
AlPO4 1 g · L
-1
 como fuente de fósforo.  
 
La figura 27 presenta el cromatograma del estándar de ácidos orgánicos que permitió 
establecer los tiempo de retención propios de cada uno. Adicionalmente se observa la 
presencia de ácidos orgánicos en las muestras evaluadas al finalizar el tiempo de 
fermentación. Se identificaron los ácidos oxálico, cítrico y glucónico que se encuentran en 
los dos cromatogramas, sin embargo solo en el ensayo con AlPO4 está un compuesto 
desconocido, así mismo es posible observar que la intensidad de las señales son 
diferentes en los dos cromatogramas con las fuentes de fosfato mineral, por lo cual se 
puede deducir que las concentraciones de ácidos orgánicos producidas por las 
actinobacterias también varían con la fuente de fósforo a la que se expuso el 
microorganismo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por diversos autores 
que también encontraron una concentración y perfil de ácidos diferentes según la fuente 
de fósforo inorgánica usada (Vyas y Gulati, 2009; Chuang et al., 2006). En nuestro caso, 
en algunos cromatogramas, fue común encontrar picos que no correspondían a ninguno 
de los tiempo de retención de los estándares usados, por lo cual se presume que se trata 
de otro ácido orgánico no contemplado en este trabajo posiblemente ácido málico, ácido 
pirúvico, ácido láctico, ácido glutámico. El hecho de que se haya detectado la presencia 
de ácidos orgánicos en las diferentes muestras, confirma que estos compuestos están 
involucrados en la liberación de ortofosfatos a partir de fuentes no solubles. Sería 
recomendable establecer la naturaleza de los compuestos desconocidos en este trabajo, 
que como se puede apreciar posiblemente están involucrados en la solubilización de 
fósforo, por lo cual se recomienda probar otros patrones de ácidos orgánicos como los ya 
mencionados o en su defecto llevar a cabo el aislamiento, purificación y determinación 
estructural de los mismos a partir de las muestras de interés (Silverstain et al., 2000).  
*
Tiempo en minutos
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Cromatogramas similares a los de la figura 27 se presentaron para cada uno de los 
aislamientos, con las dos fuentes de fósforo evaluadas, la tabla 4 presenta de manera 










MCR24 O, C, G, CD1 O P5B O, C, G O, G 
MCR26 O, G G P5C  O, C, G O, G 
T1A O, G O,G P5D O, C, G O, G 
T1B O, G,  CD2 G,S P5F O, C, G O, G 
T1C O, C, G, O, G, S F1A O, C, G O, C, G, CD1 
T1D O, G,  CD2 O, G F1B O, C, G O, G 
T1E O, G O, G F1C O, C  O, C, G 
T1F O, G,  CD2 O, G F2A O O, C 
T1G O, C,  G O, G F2C O, C, G, CD1,  CD2 O, C, G 
T1H O, G,  CD2 O, G F2D O, C O, G 
T1I O, G O, G F4B O, C, G O, C 
T1J O, G O, C, G F4C O, C, G O, G 
T3A O, C, G, CD3 O, C, G, CD3 F4D O, C, G O, C, G 
T3B O, C, G G, S L2A O, C, G O, G 
T3C O, C, G,  CD3 O, C, G, S L2B O, C, G O, G 
T3D G O, G L3A O, C, G,  CD2 O, G 
T3F C, G O, G L4A O, C, G O, C, G 
T3G O, C, G O, G L4B O, C, G O, G 
T3H O, C, G, CD3 O, C, G, CD2 L4C O, C, G O, G 
P1B  O, C, G O, G V1A O, C, G O, G 
P1D O O, G V1B O, C, G O, G, CD1 
P2E O, C O, G V1D O, G O, G 
P2J O, C, G O V1E O, C, G O, C, G 
P2K O, G, F, A O V1F O, C, G O, G 
P2M O, C, G, F, A G V1G O, C, G O, G 
P2Q O, C, G O, G V1H O, C O, G 
P2R O, C, G O, G V2B O, C, G, CD3 O, G, CD3 
P3C O, G, CD1 O, G M2A O, G, S,  CD2 O, C, G, CD3 
P3E O, G, CD1, CD3 O, G, CD3 M4A O, C, G O, G 
P4A O, C, G, F, A O, G    
Tabla 4. Ácidos orgánicos liberados por los aislamientos en los ensayos de fermentación con 
Ca3(PO4)2 y AlPO4 . Ácido oxálico (O), ácido cítrico (C), ácido tartárico (T), ácido glucónico (G), 
ácido succínico (S), ácido fórmico (F),  ácido acético (A), compuesto desconocido 1 (CD1), 
compuesto desconocido 2 (CD2), compuesto desconocido 3 (CD3).  
 
A partir de esta tabla se puede identificar la presencia de diferentes ácidos orgánicos en 
los caldos de fermentación, además de que se pudo establecer de manera general una 
mayor diversidad de ácidos liberados en aquellas muestras donde la fuente de fósforo 
insoluble fue el fosfato tricálcico en comparación a cuando se empleó el fosfato de 
aluminio, este hecho puede estar relacionado con la facilidad de liberar mayor cantidad 
de ortofosfato a partir de la fuente de calcio que la de aluminio como se observó en los 
resultados previos. La capacidad de secretar ácidos al medio por parte de los 
aislamientos puede deberse a que la mayoría de especies del phylum Actinobacteria 
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aunque son de naturaleza aerobia mantienen la capacidad genética de fermentación, 
propia de sus antecesores (Cellulomonas, Microbacteria, Corinebacteria) lo cual apoya 
su amplia diversidad metabólica (Stackebrandt, 1991, 1994). La capacidad de producir 
ácidos orgánicos, sus implicaciones fisiológicas, morfológicas y la secreción de los 
mismos para procesos industriales, ha sido bien documentada para las actinobacterias y 
en especial la referente al género Streptomyces (Maitra y Roy, 1961; Cochrane y Peck, 
1952; Hodgson, 2000; Hida et al., 2007). La producción y uso de los ácidos orgánicos y 
metabolismo del carbono en actinobacterias está centrada alrededor de la importancia de 
los mismos como compuestos precursores de metabolitos secundarios, los ácidos de 
principal interés son aquellos presentes en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, a partir 
de los cuales se derivan rutas metabólicas secundarias las cuales generan productos de 
tipo policétido que son de gran importancia agroindustrial (Borodia et al., 2005; Kern et 
al., 2007; Tarhan et al., 2011; Papagianni, 2012). A pesar de existir toda esta información 
alrededor del metabolismo primario de actinobacterias existen escasos reportes de los 
ácidos orgánicos involucrados en procesos de solubilización de fosfatos, motivo por el 
cual se resalta el hallazgo de este tipo de compuestos en ensayos in vitro a partir de 
aislamientos autóctonos donde se generaron altos porcentajes de solubilización de 
fosfatos insolubles.  
En cuanto a los reportes de ácidos orgánicos, Chen y colaboradores (2006) en suelos 
subtropicales muestran la presencia de ácido glucónico y un ácido desconocido para 
diferentes aislamientos de Rhodococcus erythropolis, así mismo con cepas del género 
Arthrobacter se publicó la presencia de ácido cítrico y dos ácidos desconocidos. En el 
trabajo realizado por El-Tarabily y colaboradores (2008) se reportan diferentes géneros 
de actinobacterias solubilizadoras de fosfatos inorgánicos como Micromonospora, 
Nocardia, Actinomadura, Rhodococcus y Streptosporangium, la solubilización de estas 
bacterias estaba mediada por ácidos como oxálico, cítrico, málico, glucónico, acético y 
láctico además de ácidos desconocidos. Los resultados presentes en este trabajo 
complementan los mencionados anteriormente debido a que los ácidos orgánicos 
producidos son a partir de géneros de actinobacterias pertenecientes a otra familia 
diferente, resultados que enriquece el conocimiento sobre los procesos de solubilización 
de fosfatos por actinobacterias, evidenciando su gran diversidad metabólica.    
Aún cuando los resultados de este trabajo proponen la producción de ácidos como 
principal mecanismos de liberación de ortofosfatos en ensayos in vitro, autores como 
Hamdali y colaboradores (2008, 2009, 2012) reportan que la actividad solubilizadora de 
actinobacterias se debe a la presencia de sideróforos o iones queladores, los cuales por 
el contrario a los ácidos orgánicos producen una alcalinización del medio de cultivo. 
Estos autores hallaron dos componentes que absorbían a longitudes de onda de 320 nm 
y 430 nm, los cuales se observaban de forma paralela al pico más alto de solubilización, 
posteriormente realizaron una purificación y dilucidación de la sustancia que absorbía a 
430nm, identificando que pertenecían a la familia de las viridomicinas con propiedades 
quelantes de iones hierro (Fe+3). 
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Las actinobacterias pueden tener la capacidad de hacer uso de diferentes mecanismos 
para producir la liberación de ortofosfatos, la estimulación de uno u otro puede depender 
de diversos factores como la procedencia de los aislamientos. Por lo tanto, es posible 
que los microorganismos aislados por Hamdali y colaboradores (2008, 2009, 2012) 
generen la solubilización fosfatos minerales por sideróforos debido a que dichos 
microorganismos fueron aislados de minas de roca fosfórica con escasas fuentes de 
carbono, lo cual puede generar una presión selectiva que evita el uso de hidratos de 
carbono para la producción de ácidos orgánicos en los primeros días de fermentación y 
posteriormente se dan los picos de solubilización más altos por producción de 
metabolitos secundarios como sideróforos u otras sustancias quelantes. Contrario a los 
resultados de este trabajo, los de Chen y colaboradores (2006) y El-Tarabily (2008) son 
provenientes de suelos con diversidad de fuentes de carbono, de composición similar a 
los colombianos, motivo por el cual se puede proponer que las actinobacterias del 
presente estudio responden rápidamente a la escases de fuentes de fósforo por medio 
de la liberación de ácidos orgánicos aprovechando la alta presencia de hidratos de 
carbono en los suelos con diversidad de fuentes de carbono. Paralelamente el 
mecanismo o la biosíntesis de metabolitos, puede estar influenciada por el género, la 
especie o medio de cultivo en el cual se realice el ensayo de solubilización (Panhwar et 
al., 2011). En los medios de cultivo, la fuente de carbono es generalmente glucosa y las 
sales que proporcionan elementos menores son los mismos compuestos en los 
diferentes medios de cultivo (MgCl2, MgSO4, KCl), sin embargo el uso de una u otra 
fuente de nitrógeno en la composición estimula de manera diferente el metabolismo del 
carbono e induce una u otra vía metabólica, lo que puede generar la producción de 
compuestos complejos con capacidad quelante pero con diferente estructura u origen 
(Minas, 2002; Naeimpoor y Mavituna, 2001; Barrios-Gonzales  et al., 2005). De igual 
manera debe tenerse en cuenta la fuente de fósforo usada ya que dependiendo de esta 
responden los sistemas PhoR y PhoP, los cuales tiene un efecto directo sobre el 
metabolismo transcripción y expresión de genes del metabolismo primario o secundario 
conllevando a estimular la secreción de sideróforos en vez de ácidos orgánicos (Borodina 
et al., 2005; Barrios-Gonzales  et al., 2005; Rodriguez-Garcia et al., 2009). Esta 
información indica que los resultados del mecanismo de solubilización usado por las 
actinobacterias de esta investigación pueden variar con respecto a los de Hamdali y 
colaboradores (2008, 2009, 2012), debido a que no solo los microorganismos son de 
diferente origen y otro tipo de géneros y especies, sino también los ensayos son 
realizados bajo otras condiciones, motivo por el cual sería aconsejable realizar 
evaluaciones con las actinobacterias de esta investigación en las mismas condiciones 
usadas por Hamdali y colaboradores para definir el mecanismo de solubilización 
involucrado en las fermentaciones. 
Aunque existen diferentes mecanismos de solubilización de fosfatos minerales 
reportados para actinobacterias que pueden verse estimulados por más de un factor, los 
resultados de este trabajo presentan la producción de ácidos orgánicos como el principal 
mecanismo de solubilización, debido a que no se evidenció otro tipo de compuesto que 
 67 
 
pudiese causar el efecto solubilizador al realizar análisis a otras longitudes de onda 
(anexo J). Aún así no se puede descartar que otros metabolitos no detectados estén 
involucrados en el proceso. La tabla 4 reporta la presencia de los ácidos succínico, ácido 
fórmico, ácido acético y los más predominates ácido oxálico, cítrico y glucónico a partir 
de las dos fuentes de fosfato evaluadas, estos últimos tres concuerdan con los reportes 
bibliográficos en donde son los que más contribuyen a la liberación de fósforo (Mendoza 
y Espinosa 2009; Walpola y Yoon, 2012). Actualmente se cree que más que la 
concentración de los ácidos, es un ácido en específico el que puede causar la liberación 
de ortofosfatos (Vyas y Gulati, 2009) pues a mayor cantidad de grupos carboxilo e 
hidroxilos presentes en los ácidos orgánicos se lleva a cabo, de manera más eficiente, 
los procesos de quelación y liberación de H+, lo que tiene un efecto significativo sobre las 
fuentes de fósforo no disponibles (Prijambada et al., 2009). Este último hecho puede 
estar fuertemente relacionado con el hallazgo de este trabajo en donde se encontraron 
algunos de los ácidos orgánicos que más grupos carboxilo e hidroxilos poseen, reflejado 
en la alta solubilización de los aislamientos (T1C, T1H, T1J, T3A, T3C, P3E, F1A, F2A y 
V1E V2B). 
El ácido oxálico es un ácido dicarboxílico, puede formar complejos muy estables 
principalmente con calcio, sin embargo también se asocia con metales y minerales (Al, 
Fe, Ca, Cd, Co, Cu, Mg, Mn, Sr, Zn, Ni, Pb). Aunque este ácido es principalmente 
secretado por hongos, ha sido también encontrado en especies del género Streptomyces 
en altas concentraciones (Houck,  1987; Gadd, 2010). Otro de los ácidos involucrado en 
la solubilización es el ácido cítrico el cual por ser un ácido tricarboxílico se le atribuye una 
alta capacidad quelante y liberadora de H+, este ácido parece estar en la mayoría de los 
aislamientos con una alta actividad solubilizadora de fosfato tricálcico y presente en los 
tres aislamientos con la mayor capacidad solubilizadora de fosfato de aluminio (T3A, T1J 
y V1E), esto puede estar relacionado con el hecho que para fosfatos de hierro y aluminio 
el potencial de desorción está ligado con la constante de estabilidad del complejo con los 
ácidos orgánicos  (logKAl or logKFe) en el siguiente orden: cítrico > oxálico > málico > 
tártrico > láctico > glucónico > acético > fórmico. Este orden también puede estar 
relacionado con la baja presencia de los ácidos succínico, fórmico y  acético en las 
muestras de cada uno de los aislamientos, debido a que son ácidos que no contribuyen 
de manera significativa en la solubilización de fosfatos. Finalmente, el ácido orgánico 
más frecuente en los procesos de solubilización es el glucónico, el cual es 
monocarboxílico, pero presenta cinco grupos hidroxilo motivo por el cual tiene las mismas 
propiedades que los otros ácidos, sin embargo más allá de su estructura es la formación 
de este ácido el que juega un papel fundamental en la liberación de ortofosfatos. La 
información de este proceso se ha desarrollado alrededor de bacterias Gram negativas, 
se cree que la liberación de una alta cantidad de protones durante la oxidación directa de 
la glucosa a ácido glucónico, en el espacio periplasmático, es el principal factor 
responsable de la disolución de fosfatos de calcio. Teniendo en cuenta lo anterior, 
cualquier microorganismo que produjera ácidos orgánicos tendría una alta capacidad de 
solubilizar fosfatos insolubles, sin embargo los estudios indican que la enzima glucosa 
dehidrogenasa (GDH) encargada de realizar la oxidación se puede ver acompañada de 
un cofactor pirroquinolina quinona (PQQ) el cual tiene un  análogo funcional GabY 
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descrito para Pseudomonas. Estos cofactores son los encargados de la movilización de 
H+ en el medio circundante cuando se da el proceso de oxidación, cargando una elevada 
cantidad de protones hacia el medio externo de la membrana lo que produce una alta 
liberación de ortofosfatos (Rodriguez et al., 2004; Sashidhar y Podile, 2010; de Werra et 
al., 2009; Misra et al., 2012). Para el caso particular de bacterias Gram positivas se 
desconocen casi por completo si se da un proceso similar que estimule el fenotipo 
solubilizador de fósforo de esta misma manera, pero está reportado que la oxidación de 
la glucosa a ácido glucónico está catalizada por la GDH y usa NAD+ o NADP+  como 
coenzima del proceso (Satyanarayana, 2005; Chen et al., 2011).  
 
Los resultados de solubilización seleccionaron a un grupo de aislamientos con una 
capacidad solubilizadora significativamente más alta que el resto de aislamientos, esto 
puede ser consecuencia de un proceso similar al que ocurre en bacterias Gram 
negativas. Las consideraciones anteriores invitan a continuar evaluando los mecanismos 
de solubilización de las actinobacterias con el fin de generar complementar el 
























7. CONSIDERACIONES FINALES 
Tras seleccionar los aislamientos con mejor actividad, los cuales fueron identificados 
fenotípica y molecularmente, finalmente se buscó establecer si existía alguna relación 
entre el perfil de ácidos orgánicos con los aislamientos y su actividad solubilizadora. Las 
figuras 28 y 29 presentan un análisis por agrupamientos basados en el perfil de ácidos 













Figura 28. Dendograma construído con el perfil de ácidos orgánicos de los mejores 20 
aislamientos a partir de fosfato tricálcico. Los aislados con estrella son aquellos que presentan la 
mejor solubilización y presentaron un grupo significativamente diferente. Los colores de la estrella 
pertenecen a la localidad, Tota (amarillo), Paipa (verde), Fusagasugá (rojo) y Villeta 
(anaranjado).NTSYSpc 2.20b. 
A partir de esta figura podemos observar que el perfil de los ácidos orgánicos 
presentados por los aislados T3A, T3C y V2B  son los mismos, a su vez estos comparten 
la gran mayoría de ácidos con F2A y T1C. Los otros aislamientos con actividad 
significativamente alta T1H, P3E y F2A se encuentran repartidos de forma aleatoria en 
diferentes agrupamientos, lo que indica que las combinaciones de otro tipo de ácidos 
también pueden llegar a ser efectivas en los procesos de solubilización. Aún cuando los 
ácidos oxálico, cítrico y glucónico al parecer siempre están presentes en la  liberación de 
ortofosfatos, los resultados sugieren que el compuesto desconocido 3 (CD3) 
generalmente está presente en los aislamientos con mejores actividades liberadoras de 
ortofosfatos (Figura 28 y Tabla 4).   
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Figura 29. Dendograma construido con el perfil de ácidos orgánicos de los mejores 20 
aislamientos a partir de fosfato de aluminio. Los aislados con estrella son aquellos que presentan 
la mejor solubilización y presentaron un grupo significativamente diferente.los colores de la 
estrella pertenecen a la localidad, Tota (amarillo) y Villeta (anaranjado).NTSYSpc 2.20b. 
Por  medio de esta figura 29 se puede observar que los agrupamientos realizados no son 
los mismos que con la fuente de fosfato de calcio, lo cual señala que la fuente de fósforo 
determina el perfil de ácidos orgánicos. Nuevamente los ácidos oxálico, cítrico y 
glucónico son los predominantes y se presentan en los aislamientos con mejor actividad 
a partir de fosfato de aluminio (T3A, T1J y V1E). Es interesante resaltar que las 
actinobacterias son organismos que tiene similaridades metabólicas con los hongos, de 
los cuales los mayores reportes de ácidos presentes en la solubilización son el ácido 
oxálico y cítrico (Pradhan y Sukla, 2005; Khan et al., 2010). En cuanto a las bacterias no 
filamentosas aunque presentan la gran mayoría de ácidos orgánicos, la constante es el 
ácido glucónico, los resultados confirman la capacidad de las actinobacterias de producir 
diversidad de ácidos orgánicos y además que su actividad no se debe exclusivamente a 
la predominancia de un ácido sino a un conjunto de los mismos, lo cual seguramente 
está asociado a su alta diversidad metabólica (Alam et al., 2010). 
A partir de las figuras 28 y 29, es posible observar que los mejores aislamientos 
comparten el perfil de ácidos con más de un aislado que no tienen una alta actividad 
solubilizadora de fósforo, un ejemplo de esto es el aislamiento Streptomyces sp. T3A y 
Streptacidiphilus  sp. M2A, los cuales aunque son de un diferente género tienen el mismo 
 71 
 
perfil de ácidos orgánicos, es posible no solo esté involucrado el perfil de ácidos en la 
buena actividad solubilizadora sino otros factores. Existen estudios que apoyan una 
correlación alta y significativa entre la solubilización de fuentes inorgánicas y la presencia 
de ácidos orgánicos con un descenso de pH, lo que expone dichos compuestos como 
principal medio de solubilización (Nahas, 1996; Vassilev et al., 1996;  Whitelaw et al., 
1999; Khan et al., 2009; Castagno et al., 2011; Stephen y Jisha, 2011; Alzoubi y Gaibore, 
2012). Por otra parte diferentes autores reportan una correlación pobre o insignificante de 
los ácidos orgánicos con la solubilización de fosfatos por lo cual se presume que la 
liberación de protones por procesos de respiración o asimilación de NH4
+ son los 
principales causantes de la solubilización (Banik y Dey, 1983; Illmer y Schimer, 1995; 
Alam et al., 2002; Rashid et al., 2004).  Para el caso particular de este trabajo se sabe, 
como se mencionó anteriormente, que existe una correlación negativa y significativa 
entre el pH y la solubilización de fosfatos minerales, lo cual sugiere a los ácidos 
detectados como principal mecanismos involucrado en la liberación de ortofosfatos. Una 
cuantificación de los ácidos orgánicos puede contribuir apoyando los resultados de este 
trabajo, evidenciando por ejemplo, si las diferencias entre Streptomyces sp. T3A y 
Streptacidiphilus sp. M2A se pueden deber a la cantidad de ácidos secretados por cada 
uno de los aislamientos. Paralelo a lo anterior, es factible realizar otras evaluaciones 
como establecer la presencia de sideróforos o medir la concentración de aniones, lo cual 
complementa la información sobre la liberación de ortofosfatos en procesos in vitro (Shao 
et al., 2012, Hamdali et al., 2012). 
Finalmente cabe resaltar que todos los ensayos realizados en este trabajo son in vitro, 
exhibiendo resultados preliminares que postulan algunos de los aislamientos como 
candidatos para pruebas en interacción con plantas. No obstante debe tenerse en cuenta 
que los procesos que se llevan a cabo en el suelo son más complejos y dinámicos, 
motivo por el cual otras condiciones pueden afectar los resultados arrojados por los 
aislamientos (Chen et al., 2006; Shen et al., 2011; Marciano et al., 2012; Amalraj et al., 
2012). Las condiciones del suelo afectan de manera directa al microorganismo limitando 
su crecimiento, evitando la colonización de la raíz o influyendo sobre sus actividades 
metabólicas, hechos que varían la liberación de ortofosfatos. Por otro lado, algunas 
características del suelo podrían influir directamente sobre la liberación de fosfatos 
solubles, esto al relacionarse con que el principal mecanismo de solubilización 
presentado por los aislamientos (la liberación de ácidos orgánicos). Existe la posibilidad 
de que la capacidad tampón del suelo restrinja la actividad de los ácidos orgánicos sobre 
los fosfatos minerales no disponibles, lo que disminuiría la actividad solubilizadora de los 
aislamientos (Holford, 1980; Joseph y Jisha, 2009; Crespo et al., 2011).  Aún así, se sabe 
que la adición de bioinoculantes aumenta de manera significativa la toma de fósforo por 
la planta, motivo por el cual las actinobacterias de este trabajo pueden jugar un papel 
fundamental en la solubilización del fosfatos presentes en los suelos, evitando la adición 
de mas fósforo que rápidamente se ve absorbidos por el suelo (Ahmed et al., 2008; Khan 
et al., 2009). Así mismo es importante señalar que los aislamientos pueden presentar 
más actividades que promuevan el crecimiento vegetal, lo que finalmente contribuiría a 
disminuir el uso de otros compuestos químicos que perjudican el medio ambiente. 
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o Se aislaron 57 actinobacterias con diversidad de morfologías y con capacidad 
solubilizadora de fósforo inorgánico a partir de diferentes pisos térmicos de las 
localidades de Tota, Paipa, Fusagasugá, La Vega, Villeta y Maní 
 
o Se seleccionaron 10 aislamientos de actinobacterias con una alta actividad 
solubilizadora de fósforo a partir de dos fuentes de fósforo inorgánico. Dentro de este 
grupo el aislamiento T3A se seleccionó como solubilizador de fosfato de calcio, 
fosfato de aluminio y roca fosfórica. 
 
o La identificación molecular de algunos de los aislamientos reveló que 15 aislados 
correspondían al género Streptomyces, uno al género Kitasatospora (L3A) y el 
restante al género Streptacidiphilus (M2A). Los dos últimos generos son nuevos 
reportes para Colombia. 
 
o Se identificaron el ácido succínico, ácido fórmico, ácido acético y los más 
predominantes ácido oxálico, ácido cítrico y ácido glucónico, como el principal 
mecanismo involucrado en la liberación de ortofosfatos a partir de fuentes minerales 
de fósforo por parte de las actinobacterias aisladas.  
 
o Los hallazgos encontrados bajo el presente estudio permiten señalar a las 
actinobacterias como microorganismos con el fenotipo solubilizador de fósforo, 
siendo este el primer reporte de actinobacterias solubilizadoras de fosfato de 
aluminio.  
 
o En la cordillera oriental de los andes colombianos y piedemonte llanero, existen 
actinobacterias con la capacidad de producir los ácidos orgánicos los cuales están 
relacionados con la solubilización de fosfatos inorgánicos. Dichos aislamientos 
autóctonos pueden contribuir al desarrollo de un biofertilizante para un mejor 
















o Evaluar otras fuentes de fosfatos minerales como fosfato de hierro y  confirmar la 
actividad de los mejores aislamientos bajo otras condiciones como diferentes 
rangos de temperatura. 
 
o Diseñar medios de cultivo adecuados que permitan dilucidar a profundidad la  
influencia de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno en la actividad 
solubilizadora de fosfatos lo que caracterice la capacidad liberadora de 
ortofosfatos de los mejores aislamientos. 
 
o Evaluar otras actividades de promoción de crecimiento vegetal mediante ensayos 
in vitro y de invernadero.  
 
o Complementar la identificación de los aislamientos mediante una aproximación 
polifásica lo puede generar más información con respecto a la abundancia y tipo 
de organismos en las localidades  muestreadas. 
 
o Cuantificar los ácidos orgánicos presentes en los procesos de solubilización. De 
igual manera establecer y dilucidar la identidad de los compuestos desconocidos 
1,2 y 3. 
 
o Evaluar otros mecanismos de liberación de fósforo como la producción de 
sideróforos o fosfatasas. Utilizar herramientas de biología molecular para la 
identificación de los genes involucrados en el proceso de solubilización de fósforo 
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MEDIOS DE CULTIVO. 
Nutritivo 
 
COMPONENTE CONCENTRACION g/L 
Peptona de carne  5 g 
Extracto de carne 30 g 
H2O destilada 1 L 
 
Todos  los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual 
debe ser ajustado a 7.0. En caso de ser sólido añadir agar-agar según las 
especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 lb y 121ºC) por 15 minutos, servir 
en cajas de petri estériles.  
Agar avena 
 
COMPONENTE CONCENTRACION g/L 
Avena  15 g 
Agar-agar 15 g 
 
Todos  los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual 
debe ser ajustado a 7.0. En caso de ser sólido añadir agar-agar según las 
especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 lb y 121ºC) por 15 minutos,  servir 
en cajas de petri estériles. 
Pikovskaya (PVK) 
 
COMPONENTE CONCENTRACION g/L 
Glucosa 10 g 
Ca3(PO4)2 5 g 
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(NH4)2SO4 0.5 g 
NaCl 0.2 g 
MgSO4 7H2O 0.1 g 
KCl 0.2 g 
Extracto de levadura 0.5 g 
MnSO4 H2O 0.002 g 
FeSO4 7H2O  0.002 g 
H2O destilada 1 L 
 
Todos  los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual 
debe ser ajustado a 7.0. En caso de ser sólido añadir agar-agar según las 
especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 lb y 121ºC) y servir en elermeyer o 
cajas de petri estériles. Es posible remplazar el fosfato tricalcico por otra fuente de fósforo 
y modificar la concentración de esta fuente.  
NBRIP 
 
COMPONENTE CONCENTRACION g/L 
Glucosa 10 g 
Ca3(PO4)2 5 g 
MgCl2 6H2O 5 g 
(NH4)2SO4 0.1 g 
NaCl 0.2 g 
MgSO4 7H2O 0.25 g 
KCl 0.2 g 




Todos  los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual 
debe ser ajustado a 7.0. En caso de ser sólido añadir agar-agar según las 
especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 lb y 121ºC) y servir en elermeyer o 
cajas de petri estériles. Es posible remplazar el fosfato tricálcico por otra fuente de fósforo 
y modificar la concentración de esta fuente. El medio NBRIP puede ser modificado 




COMPONENTE CONCENTRACION g/L 
Glucosa 10 g 
Ca3(PO4)2 5 g 
(NH4)2SO4 0.5 g 
NaCl 0.2 g 
MgSO4 7H2O 0.3 g 
KCl 0.2 g 
Extracto de levadura 0.5 g 
MnSO4 H2O 0.004 g 
FeSO4 7H2O  0.002 g 
Purpura de bromocresol 0.1 g 
H2O destilada 1 L 
 
Todos  los componentes se mezclan, se adiciona agua destilada y se mide el pH el cual 
debe ser ajustado a 7.0. En caso de ser sólido añadir agar-agar según las 
especificaciones de la casa comercial. Autoclavar (15 lb y 121ºC) y servir en elermeyer o 
cajas de petri estériles. Es posible remplazar el fosfato tricálcico por otra fuente de fósforo 
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Anexo B.  
 
PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR EL FÓSFORO SOLUBLE POR LA TÉCNICA 
DE AZUL DE FOSFOMOLIBDENO- Análogo al protocolo de la EPA N° 365.2.  
 
Preparación solución stock de fósforo soluble:  
 
Disolver en agua destilada 0,2197 g de fosfato dihidrogeno de potasio (KH2PO4) 
previamente secado en un horno a 105°C, diluir la solución a 1000 mL; 1 mL: 0,05 mg de 
fósforo.  
 
Preparación solución estándar de fósforo soluble:  
 
Diluir 10 mL de la solución stock de fósforo soluble a 1000 mL de agua destilada; 1 mL: 
0,5 μg de fósforo.  
 
Preparación de las soluciones con concentración conocida:  
 
Empleando la formula V1 x C1 = V2 x C2 se prepararon soluciones de concentraciones 
conocidas (g/L) con un volumen final de 50 mL a partir de la solución estándar de fósforo 
soluble; con el fin de realizar la curva de calibración.  
 
Concentración mg/L Volumen de solución 
estándar de P soluble 
(mL) 
Volumen de Agua 
Destilada (mL) 
0,00 0 50 
0,01 1 49 
0,03 3 47 
0,05 5 45 
0,10 10 40 
0,20 20 30 
0,30 30 20 
0,40 40 10 







Determinación de fósforo soluble mediante el método de Azul de fosfomolibdeno 
por el Test Spectroquant de Merck®:  
 
En un tubo de vidrio se siguió el protocolo del fabricante adicionando 5 mL de 
sobrenadante obtenido a partir de la muestra, el reactivo 1 (iones molibdato en solución 
sulfúrica) y el reactivo 2 (ácido ascórbico), esta mezcla se agito vigorosamente hasta que 
el reactivo disolvió completamente. Esta solución se dejó reposar durante 5 minutos 
(Tiempo de reacción, en que se debe visualizar una coloración azul). Posteriormente, se 
realizó la lectura en el espectrofotómetro a 880 nm, ajustando el cero de absorbancia 
tomando como blanco de prueba los reactivos sin concentración de ortofosfato; 
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Anexo C.  
 
PREPARACIÓN DEL REACTIVO DE DNS Y PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR 
AZUCARES REDUCTORES  
 
Preparación del reactivo de ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS): 
 
COMPONENTE g/100mL 
Ácido 3,5 dinitrosalicílico 1 
Tartrato de sodio y potasio 
(KNaC4H4O6.4H2O) 
43,8 
Hidróxido de Sodio (NaOH): 1,6 
Agua destilada: Aforar a 100 mL 
 
Se depositaron 70mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250mL, se adicionó 
el hidróxido de sodio y luego de disolverse, se adicionó el tartrato de sodio y potasio. En 
un vaso de precipitado de 100mL se adicionaron 20mL de agua destilada y 
posteriormente se disolvió el ácido 3,5 dinitrosalicílico protegiendo el reactivo de la luz. 
Los dos vasos de precipitado se dejaron en agitación en plancha magnética a temperatura 
ambiente durante 12 horas. Pasado este tiempo, se mezclaron las dos soluciones en un 
balón aforado de 100mL completando el volumen con agua destilada. El reactivo se 
almacenó en frasco ámbar a temperatura ambiente.  
 
Preparación solución patrón de glucosa 40mM: 
 
COMPONENTE Concentración (g/L) 
Glucosa anhidra 7,2 
Agua destilada 1000 
 
 
En 500mL de agua destilada disolver 7.2g de glucosa anhidra, completar a 1000mL en un 
balón volumétrico. Almacenar en tubos falcon de 15mL y congelar a -15°C. Rotular el 
frasco con el nombre y concentración de la solución, así como la fecha de preparación y 
el nombre del responsable del reactivo.  
 
Preparación de las soluciones de concentración conocida:  
 
Empleando la fórmula V1 x C1 = V2 x C2 se prepararon soluciones de concentraciones 
conocidas (g/L) con un volumen final de 2mL a partir de una solución stock de glucosa de 




Volumen de Glucosa 
(μL) 
Volumen de Agua 
Destilada (μL) 
1 50 1950 
2 100 1900 
4 200 1800 
6 300 1700 
8 400 1600 
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10 500 1500 
15 750 1250 
20 1000 1000 
25 1250 750 
30 1500 500 
35 1750 250 







Determinación de azúcares reductores mediante la técnica de DNS:  
 
Se transfirieron 250μL de la del extracto crudo a tubos de 13x100 a los cuales se 
adicionaron 250μL de reactivo DNS en oscuridad. Dichos tubos se llevaron a ebullición en 
baño termostatado a 95ºC durante 5 minutos y posteriormente se dispusieron en hielo 
durante 5 minutos más. Se agregaron 2500μL de agua destilada a cada uno de los tubos 
y finalmente se realizó la lectura en el espectrofotómetro a 540nm, ajustando el cero de 
absorbancia con el blanco que se trataba de 250μL de reactivo de DNS con 250μL de 
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EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FÓSFORO EN MEDIO 
SÓLIDO SMRS-1.  
 
Las siguientes imágenes evidencian los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos 
en la prueba sólida en medio SMRS-1. Las imágenes A, B, C corresponden a pruebas 
negativas de solubilización de fósforo (A, B= Acidificación pero no producción de halo de 
aclaramiento, C= No acidificación, ni producción de halo de hidrólisis); las imágenes D, E, 
F corresponden a pruebas positivas de solubilización de fósforo (Acidificación y 





Anexo E.  
 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FÓSFORO EN MEDIO 
LÍQUIDO NBRIP-BPB.  
 
Las siguientes imágenes evidencian los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos 
en la prueba sólida en medio NBRIP. A= Medio sin inocular; B= Decoloración del medio 
de cultivo; C= Acidificación del medio de cultivo; D= Medio sin inocular, se observa gran 
cantidad de fosfato tricálcico comparado con E= Decoloración del medio de cultivo, 
solubilización de fósforo que se observa por la disminución del fosfato tricálcico; F= 
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Anexo F.  
 
CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD SOLUBILIZADORA DE FÓSFORO.  
 
Las siguientes imágenes revelan los diferentes resultados que pudieron ser obtenidos en 
cuantitativa evaluada bajo dos fuentes de fósforo insoluble (fosfato tricálcico y fosfato de 
aluminio). A= Montaje de la cuantificación de fósforo; B= Izquierda: Medio NBRIP sin 
inocular, derecha: aislamiento T3A en fosfato tricálcico; C= Izquierda: Medio NBRIP sin 
inocular, derecha: aislamiento T1C en fosfato tricálcico; D= Izquierda: Medio NBRIP sin 












Anexo G.  
 
ANALISIS ESTADISTICO  
 




 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
pH Between Groups 8,923 5 1,785 1,661 ,182 
Within Groups 25,780 24 1,074   
Total 34,703 29    
Ptotal Between Groups 22374683,467 5 4474936,693 7,568 ,000 
Within Groups 14191807,200 24 591325,300   
Total 36566490,667 29    
Pdisponible Between Groups 64466,658 5 12893,332 1,076 ,398 
Within Groups 287630,812 24 11984,617   
Total 352097,471 29    
CIC Between Groups 4148,665 5 829,733 2,215 ,086 
Within Groups 8990,603 24 374,608   
Total 13139,268 29    
Corganico Between Groups 2086,286 5 417,257 6,798 ,000 
Within Groups 1473,212 24 61,384   






Subset for alpha = 0.05 
 1 2 
Tukey HSD
a
 La vega 5 4,0600  
Mani 5 4,8000  
Fusagasuga 5 5,1000  
Tota 5 5,1800  
Paipa 5 5,5200  
Villeta 5 5,7600  
Sig.  ,138  
Duncan
a
 La vega 5 4,0600  
Mani 5 4,8000 4,8000 
Fusagasuga 5 5,1000 5,1000 
Tota 5 5,1800 5,1800 
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Paipa 5 5,5200 5,5200 
Villeta 5  5,7600 
Sig.  ,055 ,202 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 







Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 
Tukey HSD
a
 Tota 5 360,0000   
Mani 5 407,2000   
Paipa 5 614,6000   
Villeta 5 869,2000   
La vega 5 1504,4000 1504,4000  
Fusagasuga 5  2830,6000  
Sig.  ,213 ,106  
Duncan
a
 Tota 5 360,0000   
Mani 5 407,2000   
Paipa 5 614,6000 614,6000  
Villeta 5 869,2000 869,2000  
La vega 5  1504,4000  
Fusagasuga 5   2830,6000 
Sig.  ,349 ,095 1,000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000. 
 
Análisis estadístico ANOVA para el índice de solubilización obtenido en la prueba 
cualitativa en medio sólido. 
 
One-Way AOV for Evalucion by Aislamien 
 
Source       DF        SS        MS       F        P 
Aislamien    58   368.215   6.34853   59.14   0.0000 
Error       118    12.667   0.10734 
Total       176   380.881 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Evalucion by Aislamien 
 
Aislamien    Mean  Homogeneous Groups 
F2A        4.6667  A 
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F1A        4.3333  AB 
MCR24      4.0000  ABC 
F1B        3.6667  ABCD 
F1C        3.6667  ABCD 
F4C        3.6667  ABCD 
T3F        3.6667  ABCD 
T1A        3.3333   BCDE 
T3A        3.0000    CDEF 
F2C        2.6667     DEF 
T3G        2.6667     DEF 
T1B        2.3333      EFG 
T1D        2.3333      EFG 
T3B        2.3333      EFG 
T3C        2.3333      EFG 
T3D        2.3333      EFG 
P2K        2.0000       FGH 
T1C        2.0000       FGH 
T1F        2.0000       FGH 
T1G        2.0000       FGH 
T1H        2.0000       FGH 
TIJ        2.0000       FGH 
L2B        1.3333        GHI 
L4C        1.3333        GHI 
V2B        1.0000         HIJ 
V1F        0.6667          IJ 
F4D        0.3333          IJ 
L4B        0.3333          IJ 
F2D        0.0000           J 
F4B        0.0000           J 
L2A        0.0000           J 
L3A        0.0000           J 
L4A        0.0000           J 
M2A        0.0000           J 
M4A        0.0000           J 
MCR26      0.0000           J 
P1B        0.0000           J 
P1D        0.0000           J 
P2E        0.0000           J 
P2J        0.0000           J 
P2M        0.0000           J 
P2Q        0.0000           J 
P2R        0.0000           J 
P3C        0.0000           J 
P3E        0.0000           J 
P4A        0.0000           J 
P5B        0.0000           J 
P5C        0.0000           J 
P5D        0.0000           J 
P5F        0.0000           J 
T1E        0.0000           J 
T1I        0.0000           J 
T3H        0.0000           J 
V1A        0.0000           J 
V1B        0.0000           J 
V1D        0.0000           J 
V1E        0.0000           J 
106 IDENTIFICACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS CAUSANTES DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FÓSFORO INORGÁNICO 
SINTETIZADOS POR ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS. 
 
 
V1G        0.0000           J 
V1H        0.0000           J 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.2675 
Critical Q Value  5,909     Critical Value for Comparison  1.1177 
There are 10 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
Análisis estadístico ANOVA para el cambio de absorbancia obtenido en la prueba 
cualitativa en medio líquido. 
 
One-Way AOV for Evaluacio by Aislamien 
 
Source       DF          SS        MS       F        P 
Aislamien    58   7.901E+07   1362192  140.16   0.0000 
Error       118     1146809      9719 
Total       176   8.015E+07 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Evaluacio by Aislamien 
 
Aislamien    Mean  Homogeneous Groups 
F4B        2381.7  A 
M4A        2344.3  A 
F2D        2309.0  A 
F1C        2227.3  AB 
F4D        2219.3  AB 
F1B        2142.7  ABC 
F1A        2093.3  ABCD 
M2A        2069.0  ABCD 
T3C        1934.3   BCDE 
MCR24      1872.3    CDE 
T1D        1758.3     DEF 
T3B        1666.3      EFG 
T1G        1654.3      EFG 
T1H        1644.7      EFGH 
T1B        1624.7      EFGH 
T1C        1535.7       FGHI 
T3A        1480.7       FGHIJ 
L2B        1331.0        GHIJK 
T3H        1313.3         HIJK 
V2B        1286.0          IJKL 
V1H        1272.7          IJKL 
V1F        1269.7          IJKL 
T1F        1256.7          IJKL 
V1D        1254.3          IJKL 
L4B        1243.0          IJKL 
L2A        1216.0          IJKLM 
L4C        1213.0          IJKLM 
V1G        1201.3          IJKLM 
F2A        1155.3           JKLM 
L3A        1153.0           JKLM 
V1B        1149.3           JKLM 
L4A        1129.7            KLM 
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T1E        1116.7            KLM 
T3F        1104.3            KLM 
V1E        1087.0            KLM 
F2C        1079.3            KLM 
V1A        1066.7            KLM 
T1A        1065.7            KLM 
F4C        1004.0            KLM 
T3G        960.00             LMN 
TIJ        901.00              MN 
P2E        644.33               NO 
P5C        499.33                OP 
T3D        416.00                OPQ 
P5F        367.00                OPQ 
P2K        331.67                OPQ 
P2J        309.67                OPQ 
MCR26      303.67                 PQ 
P1B        303.00                 PQ 
T1I        262.00                 PQ 
P3E        224.33                 PQ 
P5D        219.67                 PQ 
P3C        177.67                 PQ 
P5B        176.67                 PQ 
P1D        175.67                 PQ 
P2M        167.00                 PQ 
P4A        165.33                 PQ 
P2Q        138.00                  Q 
P2R        104.33                  Q 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  80.493 
Critical Q Value  5,909     Critical Value for Comparison  336.30 
There are 17 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
Análisis estadístico ANOVA para la prueba cuantitativa con fosfato tricálcico como fuente 
de fósforo insoluble. 
 
One-Way AOV for P by Aislamien 
 
Source       DF        SS        MS       F        P 
Aislamien    58   4760781   82082.4   280.62   0.0000 
Error       118     34515     292.5 
Total       176   4795296 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of P by Aislamien 
 
Aislamien    Mean  Homogeneous Groups 
F1A        526.33  A 
T3A        520.67  AB 
V2B        520.00  AB 
T3C        517.33  AB 
MCR24      477.67  AB 
T1C        473.33  AB 
P3E        470.67  AB 
T1H        467.00   B 
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F2A        396.00    C 
P2R        76.000     D 
P5B        73.667     DE 
P5C        69.333     DEF 
P2J        68.667     DEFG 
P4A        68.000     DEFGH 
L4A        62.667     DEFGHI 
V1G        62.000     DEFGHI 
P5D        60.667     DEFGHI 
L4C        56.333     DEFGHIJ 
L2A        53.333     DEFGHIJ 
L4B        49.667     DEFGHIJ 
P2Q        49.667     DEFGHIJ 
TIJ        49.667     DEFGHIJ 
V1A        49.667     DEFGHIJ 
V1H        49.667     DEFGHIJ 
L2B        49.333     DEFGHIJ 
L3A        46.000     DEFGHIJ 
P5F        42.667     DEFGHIJ 
V1E        42.333     DEFGHIJ 
V1B        40.667     DEFGHIJ 
P1B        39.667     DEFGHIJ 
F1B        38.000     DEFGHIJ 
M4A        35.000     DEFGHIJ 
F2C        33.667     DEFGHIJ 
F4D        33.667     DEFGHIJ 
F2D        30.667     DEFGHIJ 
F1C        30.333     DEFGHIJ 
T3B        28.000     DEFGHIJ 
F4C        27.333     DEFGHIJ 
F4B        27.000     DEFGHIJ 
T1G        26.333     DEFGHIJ 
P1D        25.667     DEFGHIJ 
P2M        22.000     DEFGHIJ 
T3D        20.333     DEFGHIJ 
T1D        19.000     DEFGHIJ 
T1B        18.333     DEFGHIJ 
T1E        18.333     DEFGHIJ 
T3G        16.667      EFGHIJ 
V1F        16.333      EFGHIJ 
M2A        14.667       FGHIJ 
T3H        14.333       FGHIJ 
P3C        13.667       FGHIJ 
P2E        10.333        GHIJ 
T3F        10.000         HIJ 
P2K        9.0000          IJ 
T1I        8.3333          IJ 
T1F        6.6667          IJ 
T1A        5.6667          IJ 
MCR26      0.3333           J 
V1D        0.3333           J 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  13.964 
Critical Q Value  5,909     Critical Value for Comparison  58.344 
There are 10 groups (A, B, etc.) in which the means 
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Análisis estadístico ANOVA para la prueba cuantitativa con fosfato de aluminio como 
fuente de fósforo insoluble. 
 
One-Way AOV for P by Aislamien 
 
Source       DF        SS        MS       F        P 
Aislamien    58   5127.22   88.4004   23.18   0.0000 
Error       118    450.00    3.8136 
Total       176   5577.22 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of P by Aislamien 
 
Aislamien     Mean  Homogeneous Groups 
T3A         24.333  A 
V1E         22.000  A 
TIJ         21.333  A 
V1B         13.667   B 
V2B         13.667   B 
F2A         12.333   BC 
L4B         11.667   BCD 
P3E         10.667   BCDE 
F2C         10.000   BCDEF 
T1D         10.000   BCDEF 
P5D         9.6667   BCDEFG 
M2A         7.3333   BCDEFGH 
P2Q         7.3333   BCDEFGH 
T1G         7.3333   BCDEFGH 
L3A         7.0000    CDEFGH 
V1A         7.0000    CDEFGH 
L4C         6.6667    CDEFGH 
P2R         6.3333    CDEFGHI 
F4B         6.0000    CDEFGHIJ 
P2E         6.0000    CDEFGHIJ 
F1A         5.6667     DEFGHIJ 
P5C         5.6667     DEFGHIJ 
P1B         5.3333     DEFGHIJK 
P1D         5.0000      EFGHIJK 
T3G         5.0000      EFGHIJK 
L2A         4.6667      EFGHIJK 
L2B         4.6667      EFGHIJK 
L4A         4.6667      EFGHIJK 
P2J         4.6667      EFGHIJK 
T1A         4.6667      EFGHIJK 
F2D         4.3333      EFGHIJK 
T1E         4.3333      EFGHIJK 
V1G         4.0000       FGHIJKL 
P2M         3.6667       FGHIJKL 
T1B         3.6667       FGHIJKL 
T1H         3.6667       FGHIJKL 
T3B         3.6667       FGHIJKL 
V1F         3.6667       FGHIJKL 
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V1H         3.3333        GHIJKL 
F4C         3.0000         HIJKL 
T1F         2.3333         HIJKL 
F1B         2.0000         HIJKL 
M4A         2.0000         HIJKL 
T1I         2.0000         HIJKL 
T3F         1.6667         HIJKL 
P2K         1.3333         HIJKL 
P3C         1.3333         HIJKL 
T3H         1.3333         HIJKL 
F1C         1.0000         HIJKL 
P4A         1.0000         HIJKL 
T3D         1.0000         HIJKL 
MCR24       0.0000          IJKL 
MCR26       0.0000          IJKL 
T1C         0.0000          IJKL 
V1D         0.0000          IJKL 
P5B        -0.3333           JKL 
F4D        -1.0000            KL 
T3C        -1.0000            KL 
P5F        -2.3333             L 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  1.5945 
Critical Q Value  5,909     Critical Value for Comparison  6.6618 
There are 12 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 









Fosfato de Aluminio 
pH 
R  -0,3332 R -0,3752  
P   0,0000 P  0,0000 
N  177 N 177 
 
Las variables con coeficientes de correlación positivos (R) y con valores de P por debajo 
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlación 
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, una variable tiende a disminuir mientras 
que la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una 
relación significativa entre las dos variables. 
 















R             -0,253 
P-VALUE 0,0000 
 






 R               0,383 
P-VALUE  0,0000 
 
 
Las variables con coeficientes de correlación positivos (R) y con valores de P por debajo 
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlación 
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, una variable tiende a disminuir mientras 
que la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una 
relación significativa entre las dos variables. 
 
Análisis de correlación de pearson para la prueba cuantitativa con fosfato tricálcico y con 










Vs. Fosfato de 
aluminio  
 




Las variables con coeficientes de correlación positivos (R) y con valores de P por debajo 
de 0,050 tienden a aumentar juntas. Para las variables con coeficientes de correlación 
negativas y con valores de P inferiores a 0,050, una variable tiende a disminuir mientras 
que la otra aumenta. Para las variables con valores de P mayores a 0,050, no existe una 
relación significativa entre las dos variables. 
 
Análisis estadístico kruskal-wallis para la cuantificación de fósforo soluble con fosfato 
tricálcico y bajo diferentes pHs iniciales. 
 
Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of FT by pH 
 
pH  Mean   Homogeneous Groups 
3  10.000  A 
4  9.0000  AB 
2  5.0000  AB 
1  2.0000  B 
 
Alpha 0.05 
Critical Z Value 2,638 Critical Value for Comparison 7.7668 
112 IDENTIFICACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS CAUSANTES DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FÓSFORO INORGÁNICO 
SINTETIZADOS POR ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS. 
 
 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
Análisis de varianza ANOVA para la cuantificación de fósforo soluble con fosfato de 
aluminio y bajo diferentes pHs iniciales. 
 
 
Suma de cuadrados  gl  Media cuadrática  F   Sig  
Inter-grupos 2,875   3 ,958   15,469  ,001 
Intra-grupos ,496   8 ,062   




pH    Mean   Homogeneous Groups 
 
pH 6 0.1648 A 
pH 8 0.1707 A 
pH 4 0.7157 AB 
pH 5 1.3558 B 
Alpha 0.05 
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos 
homogéneos. a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 
3,000. 
 
Análisis de varianza ANOVA para la cuantificación de fósforo soluble con roca fosfórica y 
bajo diferentes pHs iniciales. 
 
Suma de cuadrados  gl  Media cuadrática  F   Sig  
Inter-grupos 288,249   3 96,083  37,105  ,000 
Intra-grupos 20,716   8 2,589   




pH    Mean   Homogeneous Groups 
 
pH 6 20.2813  A 
pH 8 23.6317  AB 
pH 4 26.1333 B 
pH 5 33,6016    C 
Alpha 0.05 
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos 










Anexo H.  
 




T1A: Colonias pequeñas blancas de 
aspecto cremoso, algo  conidiación en el 
centro, sin color en el reverso 
Filamentos delgados y conidias ovaladas, 
micelio tortuoso. 
  
*T1B: Colonias blancas puntiformes secas y 
pulverulentas de color blanco borde regular 
sin pigmentos y sin color en el reverso. 
Filamentos medianos delgados de 
formación  tortuosa, con presencia de 
cadenas de conidias. Streptomyces sp. 
  
*T1C: Colonias pequeñas secas, con una 
leve coloración café  de borde irregular, sin 
colores en el reverso ni pigmentos 
difusibles. 
Micelio de filamentos delgados no 
tortuosos, con formación de conidias. 
Ramificaciones verticiladas 
  
T1D: Colonias secas y blancas con 
conidiacion blanca a partir del centro  de 
borde regular sin colores en el reverso ni 
pigmentos difusibles. 
Micelio delgado, levemente tortuoso, de 
filamentos con cadenas de conidios. 
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T1E: Colonias secas pulverulentas con alta 
conidiacion de color blanco pero que se 
tornan de color gris con el  tiempo, sin 
pigmentos difusibles ni color en el reverso.  
Micelio de tamaño mediano con conidios 
redondos  (en ocasiones algo ovalados) de 
filamentos simples no tortuosos. 
  
T1F: Colonias blancas secas, con una alta 
producción de conidios puede tomar un leve 
tono rojo y puede producir exudados. El 
reverso de la colonia muestra un tono rojo.    
Micelio mediano que forma conglomerados, 
de conidios algo ovalados y de formación 
simple poco tortuosa. 
  
T1G: Colonias puntiformes, con conidias en 
el centro de color blanco. Pero que puede 
tomar una coloracion amarillo quemado 
conel tiempo . sin pigmentos difusibles.  
Micelio delgado se puede observar formas 
bacilares y filamentos largos  y una baja 
precencia de conidios. 
  
T1H: Colonias secas blancas polverulentas  
con borde regular y sin pigmentos difusibles 
ni colores en el reverso. 
Filamentos que puede presentar una 
formacion simple pero en su mayoria 
tortuosa (alta cantidad de espirales)  con 




T1I: Colonias Blancas con formacion de 
conidias de tamaño mediano, con 
produccion de pigmetos difusibles de color 
rojo, el cual tamben se evidencia al reverso 
de las colonias pero algo mas opaco.  
Los filamentos son delgados pero puede 
formar conglomerados ( a modo de 
rizoides) por lo que el micelio se ve grueso 
presenta un baja formacion de conidias. 
Streptomyces sp. 
  
T1J: Colonias secas blancas  con 
conidiacion blanca que crece a partir del 
centro, sin formacion de pigmentos o rasgos 
caracteristicos al reverso.  
Micelio delgado de filamentos largos, con 
formacion de gran cantidad de conidios  y 
los filamentos son poco tortuosos. 
  
*T3A: colonias secas polverulentas de color 
blanco crema, con el tiempo toman una 
coloracion oscura verde-grisacea. En el 
reverso no tiene ninguna caracteristtica ni 
produce pigmentos difusibles. 
Se observan filamentos fragmentados de 
tamañan mediano poco tortuosos,  con una 
baja produccion de conidios y 
posteriomente formacion de grandes 
cantidades de conidias. Es posible 
observar algunos bacilos en los inicios de 
crecimiento. 
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*T3B: Colonias blancas secas y 
polverulentas de crecimiento muy rapido y 
que se tornan de color gris con el tiempo  de 
borde regular y sin pigmentos 
De filamentos tortuosos, con formaciones 
en espiral, lo que genera un micelio de 
tamaño mediano. Las conidias son  
conidias redondas. Streptomyces sp. 
   
*T3C: Colonias blancas secas con 
conidiacion  a partir del centro de la colonia, 
con el tiempo toman una coloracion oscura 
verde-grisacea. Sin pigmentos difusibles ni 
rasgos en el reverso 
Filamentos simples con baja produccion de 
conidios en algunas campos es posible 
observar el micelio fragmentados y bacilos. 
Streptomyces sp. 
  
*T3D: Colonias blancas cremosas con un 
poco conidacion en el centro que con el 
tiempo toma un leve color gris.   
Filamentos simples y delgados en donde 
se pueden observar conidios redondos 
levemente ovalados.  
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T3F: Colonias cremosas pero que en el 
centro presentan conidiacion de color 
blanco  seco y polverulento, con el tiempo 
se tornan de color cafe. Sin pigmetos 
difusibles ni rasgos en el reverso  
Filamentos medianos  poco fragmentados  
no tortuosos, con baja precencia de 
conidias. 
  
T3G: Colonias de color rosado, de borde 
irrgular  con alta esporulacion y presencia 
de pigmentos difusibles al medio de color 
amarillo  el cual se observa en zonas 
masivas y al reverso 
Bacterias filamentosas medianas poco 
fragmentadas y poco tortuosas 
  
T3H: Colonias secas con una leve 
esporulacion blanca que se torna oscora 
grisacea, de bordes regulares sin pigmentos 
difusibles ni rasgos caracteristicos en el 
reverso  
Filamentos largos  delgados  de formacion 
poco tortuosa  y sin fragmentar. 
Ramificación verticilada. Streptomyces sp. 
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Morfologías Actinobacterias Paipa 
Macroscopía Microscopía 
P1B Colonias secas pulverulentas, anverso 
color blanco luego se tornan grises, con 
pigmentos difusibles amarillos a naranjas, 
el cual también se observa al reverso de la 
colonia. 
Micelio vegetativo no fragmentado, micelio 
aéreo fragmentado, conidios  ovalados 














P1D Colonias pequeñas, secas y 
pulverulentas anverso de color blanco igual 
al reverso. 














P2E Colonias secas pulverulentas, de 
tamaño mediano, anverso color gris con el 
centro negro, pigmento difusible color 
naranja a marrón. 
Micelio de tamaño mediano vegetativo no 
fragmentado, aéreo fragmentado, conidios 
ovalados formando cadenas. Filamentos 




P2J Colonia seca pulverulenta, color 
blanco grisoso, pigmento café al igual que 
el reverso. 
 
Micelio vegetativo no fragmentado, micelio 
aéreo fragmentado para dar formación a 















P2K Colonia seca pulverulenta, anverso 
color gris claro reverso marrón pigmento 
difusible al medio color marrón. 
Filamentos de tamaño mediano, poco 
tortuoso, se fragmenta en cadenas de 














P2M Colonias blancas secas pulverulentas, 
sin pigmentos difusibles. 
















P2Q Colonias grandes, blancas, secas y 
pulverulentas con reverso de color naranja 
pálido. 
 
Filamentos largos no fragmentados, 
formación de cadenas de conidios que 
cuando se desprenden forman conidios 
grandes y ovalados.  Streptomyces sp. 
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*P2R Colonias medianas blancas que se 
tornan a grises, secas y pulverulentas, 
reverso de color amarillo pálido. 
Micelio vegetativo no fragmentado, micelio 
aéreo fragmentado, conidios ovalados 















P3C Colonias de color blanco a rosado 
algunas con color negro en el centro, 
reverso de color naranja pálido. 
Filamentos delgados, micelio vegetativo no 
fragmentado, micelio aéreo fragmentado, 
formación de conidios ovalados, grandes 





*P3E Colonia seca y pulverulenta, anverso 
color café oscuro con conidiación de color 
blanco, reverso café, sin pigmento. 
Micelio vegetativo no fragmentado, micelio 
aéreo fragmentado, formaciones curvadas 




















P4A Colonia seca, pulverulenta anverso 
color blanco algunas colonias con centro 
color amarillo quemado, reverso color 
amarillo quemado tornando a café. 
Filamentos largos con aparentes 
formaciones de conidios, conidios al 




















P5B Colonias secas pulverulentas de color 
gris claro con blanco, reverso marrón 
oscuro, pigmento difusible al medio de 
igual color. 
Micelio vegetativo sin fragmentaciones, 
micelio aéreo fragmentado, conidios 
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P5C Colonias de color gris claro con 




Micelio vegetativo no fragmentado y 
verticiliado. Micelio aéreo fragmentado, 




















P5D Colonia seca, pulverulenta de color 
blanco tornando a gris algunas con en 
centro negro, presencia de pigmento de 
color marrón. 
Micelio vegetativo sin fragmentaciones, 
micelio aéreo fragmentado, formación de 
conidios dentro del filamento  al 
desprenderse son grandes de forma 
ovalada a redonda. Algunos filamentos 













P5F Colonias grandes, secas y 
pulverulentas, color gris claro con reverso 
amarillo verdoso. 
Micelio no fragmentado, formación de 




Morfología Actinobacterias Fusagasugá 
 
Macroscópica Microscópica 
*F1A colonias color beige grisaseo, de  
textura correosa y seca, de color reverso 
anaranjado debido a la presencia de 
pigmento difusible anaranjado oscuro 
Micelio no tortuoso y fragmentado, presenta 
conidios ovalados en cadena corta, 
generados a partir de las hifas. 
  
 
F1B Colonias grises con puntos crema en 
el centro, de textura correosa 
pulverulenta y seca. Color reverso 
anaranjado y con pigmento difusible al 
medio de color anaranjado claro. 
Presenta micelio ancho levemente tortuoso 
y conidios redondos en cadena larga. 




F1C colonias color gris claro de textura 
secas pulverulentas, con color reverso 
beige, y pigmento difusible de color  
anaranjado. 
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*F2A Colonias gris oscuro de textura 
seca y pulverulenta, color reverso marrón 
grisáceo sin pigmento difusible al medio. 
Micelio fragmentado, no tortuoso, con 
presencia de espirales y gran cantidad de 







*F2C colonias de color amarillo crema  
pulverulenta, y color reverso marrón. 
Pigmento difusible al medio color marrón 
claro. 
 
Presenta poco micelio, levemente tortuoso, 












F2D Colonias puntiformes de color gris 
claro que con el tiempo se tornan más 
oscuras, de  textura pulverulenta 
correosa. Color reverso blanco y sin 
pigmentos difusibles al medio. 
Micelio levemente tortuoso. Presenta 
conidios ovalados, generados a partir de la 







F4B colonias beige claro de aspecto 
pulverulento seco, con color naranja 
oscuro. Pigmento difusible al medio de 
color oscuro melanoide 
Micelio no tortuoso. Presenta conidios 
ovalados, generados a partir de la 
fragmentación de las hifas. 
 
  
F4C colonias color gris claro de aspecto 
pulverulento, con color naranja oscuro. 
Pigmento difusible al medio de color 
anaranjado  
Micelio tortuoso delgado, no fragmentado y 
con arreglo de cadena larga de conidios. 
  
 
F4D Colonias blancas que con el tiempo 
se tornan grises, de textura seca 
pulverulenta, de color reverso beige y con 
Micelio delgado, no fragmentado y presenta 
gran cantidad de conidios ovalados.  
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Morfología Actinobacterias La vega 
 
Macroscópica Microscópica 
L2A Colonias pulverulentas, con micelio 
sustrato color rojo  y micelio aéreo color 
gris.  
Micelio no fragmentado, tortuoso, presenta 
conidios en cadena larga. 
 
  
    
L2B Colonia secas de color café claro y 
borde blanco, pasado el tiempo de 
incubación se observan colonias color 
café oscuro. Sin pigmentos difusibles al 
medio. 
Micelio no fragmentado, tortuoso en espiral y 






*L3A Colonia pulverulenta, micelio 
aéreo de color gris claro y con color 
Filamentos largos de micelio tortuoso, 
conidios esféricos generados a partir del 
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negro al reverso. micelio fragmentado. 
 
 




L4A Colonia de color gris pulverulenta, 
pasado el tiempo de incubación 
presenta color gris oscuro. Sin 
pigmentos difusibles al medio 
Micelio fragmentado, tortuoso y conidios en 
cadenas cortas ovalados generados a partir 
de los filamentos.  
 
 
    
 
 
L4B Colonias  color gris, de textura 
seca con micelio sustrato color blanco y 
sin pigmentos difusibles al medio 















*L4C Colonias grises blancas que con el 
tiempo se tornan grises, de textura 
pulverulenta, sin pigmentos difusibles al 
medio. 
 
Micelio vegetativo fragmentado, cadenas 
cortas de conidios, micelio tortuoso. 
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Morfología Actinobacterias Villeta 
 
Macroscópica Microscópica 
V1A Colonias con micelio de sustrato 
amarillo, con micelio aéreo color marrón 
oscuro de textura correosa seca y color 
reverso amarillo oscuro, sin  pigmento 
difusible al medio. 
Micelio no fragmentado, tortuoso, cadena 
de conidios sencillos ovalados con 





*V1B Colonias de color azul verdosos 
que con el tiempo toman una tonalidad 
plateada, de textura seca y pulverulenta, 
el reverso de la colonia es de color 
crema, sin pigmento difusible al medio. 
Cadenas largas de conidios, forman 
espirales, micelio fragmentado y 




V1D colonias color gris, de textura 
pulverulenta correosa y color reverso 
crema sin pigmento difusible al medio. 
Micelio tortuoso, con cadenas de conidias 







*V1E Colonias de color rosado con borde 
blanco, de textura pulverulenta, de color 
beige al reverso y sin pigmento difusible 
al medio. 
Micelio no tortuoso y escaso., con 




V1F Colonias gises de textura correosa 
pulverulenta, color reverso crema y sin 
pigmento difusible al medio. 
Micelio delgado fragmentado con 
cadenas de conidios muy cortas, de 
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V1G colonias de color gris oscuro, de 
textura correosa pulverulenta y color 
reverso crema claro, sin pigmento 
difusible al medio. 
Micelio no fragmentado, tortuoso, 
presenta conidios en cadena corta, posee 
arreglos en espiral. 
  
 
V1H Colonias gris oscuras con borde 
blanco, de textura correosa pulverulenta. 
Sin pigmento difusibles al medio. 
Presenta micelio tortuoso, con cadenas 
largas de conidios esféricos. 
 
 
*V2B Colonias rosadas de borde blanco, 
de textura seca pulverulenta y sin 
pigmentos difusibles al medio. 
Filamentos largos de micelio sencillos, 
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*M2A Colonia seca pulverulenta con 
reverso rosa pálido y sin pigmentos 
difusibles. 
Formación de conidios ovalados, micelio 














M4A Colonia con anverso gris a café claro, 
reverso blanco y sin pigmentos difusibles.  
Filamentos delgados sin fragmentaciones, 















Anexo I. MATRIZ DE IDENTIDADES ENTRE CADA UNO DE LOS AISLAMIENTOS. 
 
Seq-> T1B T3A T3B T3C T3D M2A F2A F2C V2B P3E T1C L4C F1A L3A P2R V1B V1E MCR_26 MCR-24 
T1B - 
                  
T3A 0,973 - 
                 
T3B 0,987 0,963 - 
                
T3C 0,976 0,995 0,966 - 
               
T3D 0,954 0,953 0,944 0,951 - 
              
M2A 0,941 0,951 0,93 0,947 0,92 - 
             
F2A 0,992 0,973 0,98 0,97 0,953 0,948 - 
            
F2C 0,967 0,981 0,957 0,978 0,951 0,943 0,967 - 
           
V2B 0,965 0,976 0,955 0,972 0,958 0,939 0,964 0,97 - 
          
P3E 0,952 0,952 0,941 0,947 0,94 0,938 0,952 0,949 0,953 - 
         
T1C 0,988 0,972 0,977 0,97 0,96 0,935 0,985 0,969 0,968 0,951 - 
        
L4C 0,957 0,963 0,946 0,962 0,934 0,954 0,959 0,964 0,956 0,932 0,953 - 
       
F1A 0,977 0,978 0,967 0,979 0,951 0,939 0,973 0,969 0,966 0,95 0,97 0,958 - 
      
L3A 0,946 0,956 0,936 0,951 0,933 0,969 0,952 0,953 0,947 0,934 0,945 0,972 0,945 - 
     
P2R 0,949 0,949 0,938 0,946 0,95 0,929 0,949 0,943 0,962 0,956 0,949 0,93 0,945 0,931 - 
    
V1B 0,969 0,959 0,966 0,96 0,942 0,934 0,968 0,954 0,958 0,943 0,959 0,945 0,962 0,935 0,942 - 
   
V1E 0,965 0,975 0,954 0,971 0,957 0,938 0,963 0,971 0,996 0,952 0,969 0,956 0,965 0,946 0,959 0,957 - 
  
MCR_26 0,992 0,973 0,98 0,972 0,955 0,94 0,991 0,967 0,967 0,956 0,989 0,952 0,973 0,943 0,949 0,963 0,966 - 
 
MCR-24 0,974 0,991 0,962 0,987 0,951 0,95 0,975 0,977 0,98 0,952 0,971 0,961 0,976 0,954 0,951 0,958 0,979 0,975 - 
 
136 IDENTIFICACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS CAUSANTES DE LA SOLUBILIZACIÓN DE FÓSFORO INORGÁNICO 
SINTETIZADOS POR ACTINOMICETOS AISLADOS DE SUELOS EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS. 
 
 




(A) Ácidos orgánicos secretados por el aislamiento Streptomyces sp. T3A con Ca3 (PO4)2 5 g · L
-1
 como 
fuente de fósforo. (B) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con AlPO4 1 g · L
-1
 como fuente de 
fósforo. Para los dos cromatogramas en el eje Y longitudes de onda 200nm a 800nm. En el eje de las X 
tiempo en minutos. En el eje Z intensidad de la señal en mUA. Como el resultado de este cromatograma 
se presento para los 57 aislamientos, ausencia de otros picos a diferentes longitudes de onda. 
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